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Resumen y Abstract V 
 
Resumen 
El presente trabajo se desarrolló con el fin de determinar la etiología de patologías 
asociadas a fusariosis en cultivos de gulupa localizados en la región del Sumapaz 
(Colombia).  La caracterización de la sintomatología y los diagnósticos realizados por 
medio de marcadores morfológicos y biológicos indicaron la presencia de dos 
enfermedades, marchitez por Fusarium y pudrición de cuello, causadas por F. oxysporum 
y F. solani, respectivamente. La identificación molecular de los aislamientos más 
patogénicos mediante β-tubulina e ITS mostró alto porcentaje de identidad con las 
especies identificadas a través de caracteres morfológicos y biológicos, respaldando 
dichos resultados. La estandarización de la metodología de inoculación y el posterior 
tamizaje de aislamientos más virulentos de F. oxysporum en plantas de 45 días, 
mostraron que para el desarrollo de la infección no se requieren heridas inducidas en la 
raíz, el período de incubación fue de 14 a 19 días y existen aislamientos altamente 
virulentos independientemente del origen. Pruebas de patogenicidad en plantas de 4 y 9 
meses revelaron un período de incubación de 21 y 42 días respectivamente, además, 
permitieron detallar la sintomatología la cual comprende, retraso en el crecimiento, 
clorosis leve generalizada, clorosis severa ascendente, defoliación de las hojas bajeras, 
marchitez descendente, y finalmente necrosis y muerte de las plantas. Pruebas de 
patogenicidad con F. solani indicaron que el patógeno no requiere heridas inducidas para 
causar infección, aunque la severidad fue menor que para F. oxysporum. Estudios 
histopatológicos mostraron diferencias en el patrón de colonización entre F. oxysporum y 
F. solani, así como respuestas celulares del hospedero que incluyen formación de geles y 
reducción en el número de amiloplastos. 
 
Palabras clave: Passiflora edulis, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Nectria 
haematococca, gulupa, marchitez por Fusarium, pudrición del cuello. 
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Abstract 
This work was developed in order to determine the etiology of diseases associated with 
Fusarium in gulupa´s crops localized in the Sumapaz (Colombia) region. The 
characterization of the symptoms and diagnoses using morphological and biological 
markers indicated the presence of two diseases, Fusarium wilt and crown rot caused by F. 
oxysporum and F. solani, respectively. The molecular identification of most pathogenic 
isolates by β-tubulin and ITS showed high percentage of identity with the species identified 
by morphological and biological characters, supporting these results.  The standardization 
of the methodology of inoculation and subsequent screening of most virulent isolates of F. 
oxysporum on plants of 45 days showed that for development of infection, induced wounds 
are not required in the root, the incubation period was 14 to 19 days and there are highly 
virulent isolates independent of the origin. Pathogenicity tests on plants 4 and 9 months 
revealed an incubation period of 21 and 42 days respectively, also allow to identify the 
symptoms which include, stunting, mild generalized chlorosis, severe upward chlorosis, 
defoliation of lower leaves, wilt down, and finally necrosis and death of plants. 
Pathogenicity tests with F. solani indicated that the pathogen does not require injury to 
cause infection, although the severity was lower than for F. oxysporum. Histopathologic 
studies showed differences in the pattern of colonization between F. oxysporum and F. 
solani as well as some host cell responses including gel formation and reduction in the 
number of amyloplasts. 
 
 
Keywords: Passiflora edulis, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Nectria 
haematococca, purple passion fruit, vascular wilt, crown rot. 
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 Introducción 
 
Estado del arte.  
 
La gulupa (Passiflora edulis f. edulis) es originaria del sur de Brasil y fue ampliamente 
distribuida durante el siglo 19 a otros países de América del Sur, el Caribe, Asia, África, 
India y Australia (Nakasone y Paull, 1998). Pertenece a la familia de las pasifloráceas 
(Pasifloraceae), la cual incluye 630 especies en 18 géneros; siendo el género Passiflora el 
más importante con cerca de 530 especies en su mayoría nativas de América tropical 
(Ocampo et al., 2007).  Es la tercera fruta de exportación en Colombia, después del 
banano y la uchuva, la cual se comercializa a través de exportadoras principalmente a 
países europeos entre los que se destaca Alemania. El área cultivada ha aumentado 
significativamente en los últimos años, concentrándose en los departamentos del Huila, 
Valle del Cauca, Magdalena, Cundinamarca y Santander (Miranda et al., 2009). 
Recientemente el cultivo se extendió a Antioquia, Caldas, Boyacá, y Tolima, en lugares 
comprendidos entre 1.400 – 2.200 msnm (Guerrero y Hoyos, 2011). De acuerdo con los 
reportes suministrados por Agronet, 2011, el volumen de exportación aumentó del año 
2007 al 2010 de 523,13 a 2.294,28 t, no obstante, se presentó un descenso en el año 
2011 con 1.500, 09 t. Uno de los factores a considerar para esta tendencia es el efecto de 
las enfermedades en el cultivo. 
 
La importancia económica del cultivo de gulupa en Colombia, el desconocimiento de su 
variabilidad genética y problemas fitosanitarios, impulsó el desarrollo de proyectos de 
investigación tendientes a aportar información en estos temas. Es así como estudios 
realizados por Ortiz, 2010, indicaron una baja variabilidad genética en  materiales de 
gulupa provenientes de cultivos comerciales ubicados en ocho departamentos de 
Colombia entre ellos Cundinamarca, empleando marcadores moleculares AFLPs y SSRs. 
Con relación a las patologías debidas a bacteriosis, Benítez, 2010, reporta que la 
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enfermedad denominada “mancha de aceite”, es causada principalmente por 
Xanthomonas axonopodis y Stenotrophomonas maltophilia. Dicha enfermedad ha 
causado pérdidas cuantiosas en los últimos años y es la de mayor incidencia en época 
lluviosa. Los estudios sobre el diagnóstico de virus realizados por Camelo, 2010, 
permitieron la detección de Soybean Mosaic Virus (SMV), Cucumber Mosaic Virus (CMV) 
y Cowpea Aphid-Borne Mosaic Virus (CABMV). Otra enfermedad bastante común y 
causante de importantes pérdidas económicas es la roña, la cual según Riascos, 2011, es 
ocasionada por C. lycoperdinum sensu estricto. 
Los reportes sobre patologías asociadas a Fusarium spp., en pasifloráceas, a nivel 
mundial indican en general a Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae y Fusarium solani, 
como agentes causales de la marchitez por Fusarium y la pudrición del cuello, 
respectivamente (Holliday, 1980;  Ploetz, 2003; Fischer et al., 2008). 
La marchitez por Fusarium en maracuyá (P. edulis) causada por F. oxysporum f. sp. 
passiflorae, fue reportada por primera vez en Australia (McKnight, 1951). Años después 
también fue reportada en Brasil (Caravalho y Carvalho, 1968), Panamá (Esquivel y 
Labrador, 1977), Suráfrica (Grech y Rijkenberg, 1991) y Venezuela (Bautista y Salas, 
1995).  
En Colombia, una de las principales enfermedades que afecta el normal desarrollo del 
maracuyá, es la “secadera” (Meneses, 2000; Varón, 1992). Bedoya y Medina ,1982 y 
Torres, 1996, concluyeron que uno de los principales agentes causales de las pudriciones 
radicales del maracuyá en el Valle del Cauca es el hongo Fusarium oxysporum f. sp. 
passiflorae. Por otra parte, Tamayo, 1999, indica que para el caso de la granadilla, la 
“secadera” es ocasionada por Nectria haematococca (F. solani), la cual redujo 
paulatinamente el área cultivada  del frutal desde el año 1998, cuando se sembraban 
alrededor de 1600 hectáreas en diferentes zonas del municipio de Urrao. La razón por la 
cual el control de esta enfermedad es difícil, se fundamenta en la imposibilidad de realizar 
un diagnóstico precoz o un control oportuno, pues cuando se observan los síntomas de la 
secadera, el patógeno ya ha invadido los haces vasculares, comprometiendo gran parte 
del sistema radical, causando la muerte de la planta. 
El reporte de patologías asociadas a Fusarium oxysporum, en gulupa, es escaso, sin 
embargo, Ploetz, 2006, indica que la marchitez por Fusarium fue una de las principales 
enfermedades que afectó este cultivo en Australia antes del uso de portainjertos 
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resistentes, también menciona, que la enfermedad puede estar presente en Brasil, 
Malasia y Suráfrica. Más recientemente Rheinländer, 2010, reporta que F. sambuciunum 
ha sido aislado frecuentemente de lesiones asociadas a pudrición del cuello.  
 
Justificación. 
Uno los problemas fitosanitarios que está comenzando a emerger en los cultivos de 
gulupa está relacionado con patologías sugestivas de fusariosis, enfermedad que de 
acuerdo a reportes en otras pasifloráceas ha generado cuantiosas pérdidas económicas, 
reducción del área cultivada y migración de cultivos y productores. Ante este panorama 
surge la necesidad de adelantar estudios que permitan dilucidar la etiología de estas 
patologías, lo cual es fundamental para un diagnóstico acertado y oportuno. 
 
Objetivo general. 
Caracterizar la etiología de enfermedades asociadas a fusariosis en el cultivo de gulupa. 
 
Objetivos específicos. 
- Identificar el agente etiológico de patologías relacionadas con fusariosis en gulupa. 
- Caracterizar atributos de patogenicidad y aportar una aproximación al potencial 
patogénico de Fusarium en gulupa. 
- Describir los cambios histológicos que se manifiestan en tejidos de gulupa afectados 
por fusariosis. 
 
 
 
 
  
 
1. Diagnóstico del agente causal de patologías 
asociadas a fusariosis en gulupa 
1.1 Introducción 
 
El género Fusarium descrito por Link, 1809, es un habitante del suelo con muchas especies 
que causan enfermedades de plantas de importancia alrededor del mundo (Agrios, 2005), 
adaptándose a un amplio rango de condiciones climáticas, hábitats ecológicos, y plantas 
hospederas (Backhouse, 2001). El género Fusarium pertenece a la familia Nectriaceae, 
orden Hypocreales, clase, Sordariomycetes, phylum Ascomycota, además cuenta con tres 
estados teleomórficos reconocidos Giberella, Haematonectria y Albonectria, (Blackwell et al, 
2006, Index fungorum, 2010).  
 
Los tipos de enfermedades inducidas por Fusarium son muy variados e incluyen pudriciones 
de raíces y tallos, chancros, marchiteces, pudriciones de frutos o semillas, y daños en hojas 
(Leslie y Summerell., 2006). Los reportes de fusariosis en pasifloráceas a nivel mundial 
indican en general a Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae y F. solani, como agentes 
causales de la marchitez por Fusarium y la pudrición del cuello, respectivamente (Holliday, 
1980;  Ploetz, 2003; Fischer et al., 2008; Tamayo, 1999). Las patologías del suelo asociadas 
a Fusarium han comenzando a emerger en el cultivo de gulupa en Colombia, por lo cual es 
de gran importancia el diagnóstico acertado de los agentes causales. Para tal fin, es 
fundamental la aplicación de un enfoque moderno de diagnóstico que incluya la congruencia 
de conceptos morfológicos, biológicos y filogenéticos de especie, según lo postulado por 
Taylor et al., 2000.  
 
Un enfoque al estudio de especies es el uso exhaustivo de herramientas para identificar 
similaridades previamente indetectadas, o para confirmar la significancia de diferencias que 
podrían previamente haber sido consideradas marginales o de menor importancia. Los 
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conceptos de especie morfológico, biológico y filogenético, han contribuido hacia un 
concepto de especie robusto en Fusarium (Leslie  y Summerell, 2006).  
 
Dentro del proceso de identificación en Fusarium también es importante tener en cuenta el 
origen geográfico de las especies, ya que el clima, e incluso variaciones locales, pueden 
limitar el rango de especies observadas e influenciar la frecuencia relativa de recuperación 
(de Wolf at al., 2003; Moschini et al., 2004, Vigier et al., 1997). Una estrategia usual de 
identificación comprende en primera instancia la descripción de los síntomas de la 
enfermedad, y las condiciones climáticas bajo las cuales la enfermedad prevalece. Después 
se ejecutan protocolos de aislamiento, purificación e identificación de las cepas por medio de 
criterios morfológicos, moleculares y biológicos, propios del género de interés (Leslie y 
Summerell, 2006). 
Concepto morfológico de especie. Se basa en la idea de que un “tipo” o individuo 
morfológico puede representar la variación dentro de toda una especie. El concepto 
morfológico  dentro de definiciones Linneanas  está delimitado por dos criterios primarios: i) 
consistencia morfológica en la especie, y ii) consistencia en la separación marcada entre 
especies. Los sistemas taxonómicos de Gerlach y Nierember, 1982 y Nelson et al., 1983, son 
de naturaleza biológica y representan la base frente a la que los conceptos biológicos y 
filogenéticos están siendo evaluados y dentro de los cuales nuevas especies están siendo 
definidas.  
Wollenweber y Reinking, 1935 definieron un sistema que divide el género Fusarium en 
secciones con especies que comparten caracteres morfológicos importantes y que sigue en 
vigencia actual. Las especies se agrupan en un total de catorce secciones. Aunque las 
secciones no son monofiléticas sobre la base de las secuencias de caracteres de ADN, 
muchas de estas todavía son de uso común, ya que son un medio útil de clasificación a partir 
de caracteres morfológicos. Synder y Hansen, 1940, redujeron el número especies dentro del 
género Fusarium a nueve, de las cuales se mantienen en la actualidad F. oxysporum y F. 
solani, además, demostraron que únicamente usando cultivos monospóricos la identificación 
de especies podía ser confiable (tabla 1).  
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Tabla 1.  Relación entre las especies de Snyder y Hansen y las secciones de Wollenweber y Rainking 
(Leslie y Summerell, 2006).   
Especies de acuerdo 
a Synder y Hansen 
Secciones de acuerdo a 
Wollenweber y Reinking 
Especies 
F. episphaeria Eupionnotes F. dimerum, F. merismoides 
  Macroconia  
F. lateritium Lateritium F. lateritium 
F. moliniforme Liseola F. anthophilum, F. circinatum, F. 
proliferatum, F. subglutinans, F. 
thapsinum, F. verticillioides y otras 
especies del complejo Giberella 
fujikuroi 
F. oxysporum Elegans F. oxysporum 
F. rigidiuscula Spicarioides F. decemcellulare 
F. roseum Discolor F. acuminatum, F. armeniacum 
  Gibbosum F. avenaceum, F. compactum 
  Rosseum F. crookwellense, F. culmorum 
  
Arthrosporiella F. equiseti, F. graminearum, F. 
heterosporum, F. longipes, F. 
polyphialidicum, F. 
pseudograminearum, F. semitectum, 
F. torulosum 
F. solani Martiella F. solani 
  Ventricosum  
F. tricinctum Sporotrichiella F. chlamydosporum, F. poae, F. 
sporotrichioides, F. tricinctum 
 
En hongos algunas dificultades para el concepto morfológico incluyen, la plasticidad 
fenotípica, la ocurrencia de especies crípticas (especies que no pueden ser distinguidas por 
caracteres morfológicos) y en formas patogénicas razas las cuales requieren estudios 
adicionales (Bunett, 2003). Del mismo modo las mutaciones genéticas pueden alterar 
características morfológicas (Leslie y Summerell, 2006).  Para  algunas especies de Fusarium 
es posible la identificación por medio de caracteres morfológicos, y en otras se requiere de 
información adicional biológica y filogenética para la precisión de las identificaciones (tabla 2). 
(Leslie y Summerell, 2006). 
Para una correcta identificación, los sistemas Gerlach y Nierember, 1982 y Nelson et al., 
1983, requieren que los cultivos crezcan en medios particulares bajo condiciones específicas 
de incubación. Con el propósito de efectuar el aislamiento específico de hongos 
pertenecientes al género Fusarium se recomiendan los medios PPA (Agar Penta cloro 
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nitrobenceno Peptona), Komada y MGA (Agar Verde Malaquita).  Los medios CLA (Agar 
Hojas de Clavel), SNA (Spezieller Nährstoffarmer Agar) y PDA (Agar Dextrosa Papa), son 
recomendados para crecimiento e identificación (Leslie y Summerell, 2006). Para la inducción 
de cruces sexuales se utilizan los medios Agar Zanahoria y Agar Jugo V-8 (Leslie y 
Summerell, 2006).  
La forma de la macroconidia es usualmente el carácter morfológico de mayor peso en la 
identificación de Fusarium. En muchos casos la morfología de esta espora es suficiente para 
identificar una especie. El medio CLA es recomendado para su análisis debido a la 
producción de macroconidias uniformes. Las microconidias por su parte, no son producidas 
por todas las especies de Fusarium, por lo cual su presencia por si sola constituye un 
carácter importante.  La microconidia, la célula conidiogénica que la soporta y el arreglo 
sobre la célula conidiogénica son caracteres de gran potencial diagnóstico. Las 
clamidosporas también son un carácter importante en muchas especies de Fusarium. Estas 
no son bien conservadas en términos evolutivos, sin embargo, las especies que producen 
clamidosporas pueden estar muy estrechamente relacionadas (Leslie y Summerell, 2006).  
Adicionalmente, un amplio número de caracteres secundarios son usados en la 
identificación de especies de Fusarium. El más prominente de estos caracteres es la 
pigmentación, para el cual se hace uso de guías de colores estándar. La tasa de crecimiento 
es otro carácter comúnmente empleado. La producción de metabolitos y micotoxinas, 
también se incluye dentro de este grupo de caracteres (Leslie y Summerell, 2006).  
 
Concepto filogenético de especie. El concepto filogenético de especie define a esta como 
“único linaje de la población de descendencia ancestral común, el cual mantiene su identidad 
de otros linajes y el cual tiene su propia tendencia evolutiva” (Wiley y Mayden´s, 1997). La 
aplicación del concepto filogenético en Fusarium es relativamente  reciente y puede en 
algunas situaciones clarificar dificultades taxonómicas.  
Aunque las secuencias de ADN son ahora el carácter más comúnmente usado  para 
identificar clados y delinear especies filogenéticas, en la práctica cualquier marcador que sea 
suficientemente informativo, incluyendo caracteres morfológicos, puede ser aplicado en el 
proceso filogenético. Los conceptos filogenéticos ahora son extensivamente aplicados en 
Fusarium, y son especialmente útiles para especies que no producen un estado sexual, o las 
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que son regular o exclusivamente homotálicas. Dentro de Fusarium, los datos moleculares 
han sido utilizados para ayudar a resolver grupos que más tarde han sido descritos como 
especies separadas (Marasas et al., 2001, Niremberg y O´Donell, 1998, Zeller et al., 2003).  
El secuenciamiento directo de uno o más genes puede ser dirigido para la identificación de 
especies. En este proceso uno o preferiblemente más genes son amplificados y 
secuenciados. Las secuencias más comúnmente usadas para distinguir especies de 
Fusarium incluyen β-tubulina (tub2) , histona, factor de elongación 1-α (tef1) y las secuencias 
internas transcritas en la región repetida ribosomal (ITS1 y ITS2) (Leslie y Summmerell, 2006; 
Leslie et al., 2007). 
 
Concepto biológico de especie. Según este concepto una especie biológica se define como 
un grupo de poblaciones naturales cuyos miembros pueden reproducirse entre sí, y que a su 
vez está aislado reproductivamente de otros grupos similares (Mayr, 1940).  
La interfertilidad, pude ser evaluada mediante cruces experimentales, pero algunos cruces 
experimentales exitosos no necesariamente ocurren bajo condiciones naturales. Por lo tanto, 
el enfoque experimental es solamente un indicador del potencial de dos poblaciones a 
reproducirse entre sí (Burnett, 2003).  Para el caso de Fusarium, este concepto ha sido 
ampliamente aplicado dentro del complejo Giberella fujikoroi, donde se han descrito nueve 
especies biológicas. No obstante, existen dificultades prácticas en la aplicación de este 
concepto, que incluyen alto niveles de reproducción asexual, frecuencia relativas desiguales 
de los alelos del tipo de apareamiento (MAT-1/ MAT-2) y un limitado número de cepas 
femeninas que son fértiles. Por otra parte ese concepto es difícil de aplicar para organismos 
homotálicos como F. gramineraum (Leslie y Summerell, 2006). Adicionalmente, en hongos 
hay evidencia de casos de reproducción entre grupos que son genéticamente aislados, pero 
que retienen el carácter ancestral de cruzamiento (Taylor et al., 2000). 
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Tabla 2. Identificación de especies de Fusarium de acuerdo a diferentes tipos de 
información. (Leslie y Summerell, 2006). 
Solamente morfología  Cruce sexual - fertilidad + 
(Especies lista B) 
Datos basados en ADN+ 
(Especies lista A) (Especies lista C) 
F. acuminatum, F. avenaceum F. circinatum Las especies que quedan del 
complejo Giberella fujikuroi 
F. chlamydosporum, F. compactum F. fujikuroi Muchas formas especiales de          
F. oxysporum y      F. solani. 
F. crookwellense, F. culmorum F. konsum   
F. decemcellulare, F. dimerum F. nygami   
F. equiseti, F. graminearum F. proliferatum   
F. longipes, F. merismoides F. sacchari   
F. oxysporum, F. poae F. subglutinans 
 F. pseudograminearum, F. scirpi F. thapsinum 
 F. semitectum, F. solani F. verticillioides 
 F. sporotrichioides, F. torulosum   
 F. tricinctum     
F. graminearum 
 
  
      
 
1.2 Metodología 
 
1.2.1 Caracterización de síntomas y obtención de cultivos 
monospóricos 
 
Se realizaron muestreos en época lluviosa y época seca, entre junio de 2009 y octubre de 
2010. Los sitios muestreados correspondieron a fincas localizadas en la zona del Sumapaz, 
Colombia, en los municipios de Venecia, San Bernardo, Tibacuy, Granada, Silvania y Pandi. 
Las muestras colectadas provienen de plantas con sintomatologías sugestivas de fusariosis 
como marchitez, clorosis, decoloración en haces vasculares, pudrición en cuello y defoliación. 
Los síntomas se caracterizaron tanto en campo como en laboratorio. Para el análisis se 
realizaron cortes a mano alzada transversales y longitudinales de diferentes órganos además 
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de observaciones a simple vista y con ayuda del estereoscopio. Para el procesamiento se 
hicieron cortes de explantes a nivel de raíz, tallo y/o rama, de lesiones en estados iniciales e 
intermedios de enfermedad. El medio MGA fue empleado para los aislamientos y el SNA para 
la posterior purificación (Leslie y Summerell, 2006). A partir de los cultivos puros en SNA se 
obtuvieron monospóricos, por medio de la preparación de una suspensión madre a una 
concentración de 150.000 a 300.000 con/mL, la cual se llevó a una concentración final de 1 
con/2 µL. Con esta última suspensión conidial se sembraron alícuotas de 2 µL sobre cajas de 
Petri con medio agar-agua y se incubaron a 25°C por 26 h. Finalmente, se hicieron 
observaciones al microscopio y cortes de discos de agar con presencia de esporas 
individuales germinadas, los cuales se trasfirieron a medio SNA, para su posterior incubación 
y conservación (detalle de la metodología en el Anexo1).  
 
1.2.2 Diagnóstico morfológico 
La metodología se basó en los protocolos internacionales formulados por Leslie y Summerell, 
2006. Como una ayuda en el proceso de identificación se utilizó la clave de Nelson et al., 
1983. Es importante anotar que para estos estudios fué necesario trabajar con cultivos 
monospóricos de los aislamientos. 
 Características diagnósticas microscópicas. 
 
- Macroconidia: para un total de 30 macroconidias se evaluaron forma general, formas 
de la célula apical y célula basal, tamaño (largo x ancho) y número de septos, a partir 
de aislamientos desarrollados sobre medio CLA, hasta que se presentó la formación 
de esporodoquios. 
- Microconidia: para 30 microconidias se evaluaron forma general, número de septos y 
tipo de célula conidiogénica. Los aislamientos se hicieron crecer en medio SNA. 
- Clamidosporas: el criterio evaluado consistió en la presencia o ausencia de estas 
estructuras sometiendo al hongo a crecimiento en medio SNA.  
Los anteriores análisis se efectúan incubando los hongos a temperatura de 25oC bajo 
oscuridad. Para obtener estructuras intactas en algunos casos fue necesario el montaje de 
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microcultivos con cada uno de los medios mencionados. Las mediciones obtenidas se 
compararon con los rangos citados por Booth, 1971,  
 Características secundarias. 
Los aislamientos se sembraron por medio de transferencia de punta de hifas en medio de 
cultivo PDA y se incubaron bajo oscuridad a una temperatura de 25°C. En total, se 
realizaron tres repeticiones por aislamiento. Una vez transcurridas 72 h se evaluó la tasa de 
crecimiento con la ayuda de un nonio. Para evaluar  la morfología de colonia (tipo de micelio 
y coloración), los aislamientos se incubaron por un tiempo adicional de 4 días. La 
pigmentación se evaluó por el anverso y el reverso, comparando los colores con los 
codificados en el catalogo de colores de Pantone, 2011, en la gama de colores mate. 
 
1.2.3 Diagnóstico biológico 
Después de realizada la caracterización morfológica, con el objeto verificar la inducción de 
estados teleomórficos, los aislamientos identificados como F. solani y F. oxysporum, se 
sembraron en medio agar jugo-V8, bajo condiciones de luz constante y temperatura de 20 a 
25oC, en fitotron. Para los aislamientos que manifestaron inducción de estado teleomórfico 
se realizó un montaje en lámina con la adición de una gota de KOH al 3% con el objeto de 
diferenciar el género por medio de la coloración resultante de los peritecios y la morfología 
de las ascosporas. 
 
Por otra parte se evaluó la patogenicidad de algunos aislamientos para lo cual se dirigieron 
pruebas de patogenicidad las cuales se explican en detalle en el capítulo 2.  
 
1.2.4 Identificación molecular 
 
Estos análisis se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biotecnología Vegetal, de la 
Universidad Militar Nueva Granada, sede Cajicá, Cundinamarca, Colombia.  
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Extracción de ADN. 
 
Se empleó la metodología de Cenis, 1992, modificada.  Para esto, los aislamientos se 
sembraron en 500 µL de medio Czapek y se incubaron en agitador  durante 72 a 120 h a 
25°C y 125 rpm. Posteriormente se centrifugaron a 13.000 rpm durante 3 min en una 
microcentrifuga Eppendorf 5415 D. Paso siguiente se eliminó el sobrenadante con ayuda 
de una micropipeta y se llevaron los tubos a un baño seco Labnet Digital Dry Bath Modelo 
D1100 a 40°C. A continuación el micelio se maceró con nitrógeno líquido, y se lavó con 500 
uL de amortiguador TE (Tris-EDTA) pH 8.0, los cuales se eliminaron por medio de 
centrifugación durante 1 min a 13.000 rpm. Después se adicionaron 300 µL de 
amortiguador de extracción pH 8.5 durante 5 min y a continuación 150 µL de acetato de 
sodio 3M pH 5.2. Las muestras se refrigeraron a -20°C durante 24 h para F. oxysporum y 
por 1 h en el caso de F. solani.  
 
Transcurrido el tiempo, siguió una centrifugación a 13.000 rpm durante 5 min, el 
sobrenadante se transfirió a un ependorff nuevo y se le adicionaron 450 uL de isopropanol. 
Las muestras se almacenaron a 4°C durante 48 h en el caso de F. oxysporum y 2 h para F. 
solani. Pasado el tiempo, se centrifugó a 13.000 rpm por 10 min y se eliminó el 
sobrenadante con ayuda de baño seco a 37°C. Un vez seco el sedimento, se adicionaron 
300 µL de etanol a 70%, se centrifugó a 13.000 rpm durante 10 min y se llevó a baño seco 
a 40°C por aproximadamente 30 min. Finalmente, el sedimento se resuspendió en 40 uL de 
TE y 1 uL de ARNasa (ribonucleasa), y se llevó al hidridizador por 2 h. El ADN extraído se 
almacenó a -30°C. Para verificar la calidad y cantidad ADN se realizó electroforesis con gel 
de agarosa al 1% usando amortiguador TBE 1X (Tris-Borato-EDTA). La intensidad de las 
bandas se comparó con las generadas por el marcador de peso molecular hyperladder 1. 
Se analizaron los tres aislamientos más virulentos de F. oxysporum (A34, A54 y A64) y un 
aislamiento de F. solani (A62) procedentes de gulupa, adicionalmente, se evaluó un 
aislamiento altamente virulento de F. oxysporum procedente de uchuva (FU). 
 
Amplificación. 
Las regiones génicas a amplificar fueron: β-tubulina 2 (Glass y Donaldson, 1995), 
secuencias internas transcritas del DNA ribosomal (ITS) (White et al., 1990) y citocromo 
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oxidasa (COX) (Hebert et al., 2003). Las siguientes son las secuencias de los primers: βt-2 
( βt2-a:  5' GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC 3'; βt2-b: 5' ACC CTC AGT GTA GTG 
ACC CTT GGC 3'), ITS (ITS FuF: 5' CAA CTC CCA AAC CCC TGT GA 3'; ITS FuR: 5' 
GCG ACG ATT ACC AGT AAC GA 3'), COX (AHyFuF: 5' CTT AGT GGG CCA GGA GTT 
CAA TA 3'; AHyFuR : 5' ACC TCA GGG TGT CCG AAG AAT 3').  
La amplificación se realizó por medio de la reacción en cadena de la DNA polimerasa 
(PCR) en un termociclador, Labnet Multigene TC9600-G. Los volúmenes y condiciones de 
reacción para cada primer se resumen en el Anexo 2. Posterior a la PCR se realizó 
electroforesis en gel de agarosa al 1%  teñido con bromuro de etidio, para verificar la 
calidad de la amplificación. Los amplicones obtenidos del peso molecular correspondiente 
al esperado fueron cortados y posteriormente purificados a partir del gel con el kit de 
purificación Invitrogen, DNA, Purelink, Quick gel extraction kit a partir del gel. Del ADN 
obtenido se tomó una muestra para electroforesis según el procedimiento descrito 
previamente. 
 
Secuenciación, alineamiento y análisis filogenético 
 
La secuenciación se realizó por el método de Sanger, para lo cual se envió un amplicón por 
aislamiento (forward y reverse) a los laboratorios de  Macrogen Inc (Corea). Una vez 
recibidas las secuencias, los cromatogramas se analizaron y editaron con ayuda del 
programa BioEdit. La obtención de las secuencias consenso y los alineamientos,  se 
efectuaron con ayuda del programa  CLC DNA Workbench 6.1. Finalmente, los análisis 
filogenéticos se llevaron a cabo con el programa de acceso libre en internet, T-coffe Multiple 
Sequence Alignment (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/), como controles positivos de 
F. oxysporum y F. solani, se seleccionaron secuencias de referencias conocidas obtenidas 
del Gen Bank las cuales se detallan en la tabla 3.  
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Tabla  3. Accesiones del Gen Bank utilizadas como controles positivos para los análisis filogenéticos. 
Microorganismo Abreviatura en dendrograma Accesión (Gen Bank) Primer 
F. oxysporum FOX-DQ220081 DQ220081 Bt-2 
F. oxysporum FOX-DQ220082 DQ220082 Bt-2 
F. oxysporum FOX-FFBT2 No aplica*  Bt-2 
F. solani F. solani-DQ220246 DQ220246 Bt-2 
F. solani  F. solani-DQ220247 DQ220247 Bt-2 
Aspergillus  Aspergillus-EF661492 EF661492 Bt-2 
F. oxysporum f. sp. lycopersici FOX-lycopersici AY354400 ITS 1 Y 4 
F. oxysporum f. sp. melonis FOX-melonis AY354392 ITS 1 Y 4 
Nectria haematococca N. haematococca AF150445-1 ITS1 y 4 
F. redolens F. redolens AF008562 ITS 1 y 4 
Aspergillus flavus A. flavus HQ844704 ITS 1 Y 4 
*Esta secuencia fue suministrada por el Laboratorio de Biotecnología Vegetal de la Universidad Militar Nueva 
Granada. 
1.3 Resultados 
 
1.3.1 Caracterización de la síntomatología y obtención de cultivos 
monospóricos de Fusarium. 
 
Caracterización de la sintomatología 
 
En total se procesaron 56 muestras de las cuales un 35.7% correspondieron a Tibacuy, 
23.2% Venecia, 19.6% San Bernardo, 12.5% Granada, 3.6% Silvania y 5.4% Pandi (figura 1). 
Un 50 % de las muestras se colectaron en época lluviosa y un 50 % en época seca. El 
porcentaje de muestras por organismos aislados fue de 67.9% Fusarium spp., 7.1% 
Bacterias, 5.4% Colletotrichum spp., Cladosporium spp., 1.8%,  5.4 otros (Penicillium spp., 
Botrytis spp.), y en un 12.5% no se obtuvo ningún aislamiento (figura 2).  
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Figura 1. Porcentaje de muestras procesadas por municipio. 
 
 
Figura 2. Porcentaje de muestras por microorganismo aislado. 
 
La caracterización de síntomas arrojó dos sintomatologías similares pero con algunas 
diferencias las cuales son sugestivas de marchitez por Fusarium y pudrición del cuello. 
Marchitez por Fusarium: Los síntomas iniciales son retraso en el crecimiento y una leve 
clorosis de algunas hojas. Posteriormente algunas ramas muestran marchitez y decoloración 
de los haces vasculares. La enfermedad progresa con clorosis y marchitez hacia otras 
ramas. Eventualmente, se presenta un enrojecimiento unilateral en el tallo o ramas 
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principales, el cual se torna más oscuro hacia el centro de la lesión. En estados avanzados 
en la raíces se manifiesta decoloración vascular y necrosis; en cuello y tallo, decoloración de 
haces vasculares y necrosis con patrón de avance hacia la médula de la cual en ciertos 
casos surge micelio; a nivel aéreo se presenta una marchitez generalizada y defoliación 
severa. En algunos casos es posible apreciar la presencia de frutos con rugosidades en 
diferentes estados de madurez que permanecen adheridos a la planta. Finalmente, ocurre 
necrosis y muerte de las plantas (figura 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Sintomatología sugestiva de marchitez por Fusarium. A. clorosis, marchitez y necrosis en 
algunas ramas en una etapa intermedia de la enfermedad, B. decoloración típica de haces vasculares 
en rama, C. enrojecimiento unilateral en tallo, D. decoloración de haces vasculares en cuello y tallo, 
E. necrosis en raíces, F. frutos con rugosidades adheridos a la planta. Fotografías: (A,B,D-F) E. Ortiz, 
2010; (C) R. Mora, 2010. 
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Pudrición de cuello: En estados iniciales se presenta decaimiento y clorosis de algunas 
ramas, acompañada de alteraciones en el cuello como pardeamiento y/o cuarteamiento de 
la corteza. Posteriormente, la enfermedad produce necrosis y marchitamiento en algunas 
ramas, pero sin presencia de cambios en la coloración de los haces vasculares, en el cuello 
se produce un enrojecimiento localizado con formación de chancro el cual progresa desde la 
epidermis hacia la médula. Cuando la enfermedad llega a una etapa avanzada, las raíces 
manifiestan procesos necróticos, el cuello sufre una pudrición severa con eventual formación 
de peritecios y en el tallo hay decoloración vascular la cual ocasionalmente se extiende a 
ramas. A nivel aéreo ocurre un marchitamiento generalizado asociado a defoliación, 
presencia de frutos con rugosidades en diferente estado de madurez adheridos a la planta y 
finalmente muerte de las plantas (figura 4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Sintomatología sugestiva de pudrición del cuello. A. pardeamiento leve en la base del cuello en planta 
con síntomas iniciales, B. pudrición severa en la base del cuello en planta con síntomas avanzados, C. formación 
de peritecios sobre lesión, D. formación de chancro con avance desde la epidermis hacia la médula,  E. ramas sin 
decoloración en haces vasculares, F. clorosis, marchitez e inicio de necrosis en la parte aérea. Fotografías: (A-F) 
E. Ortiz, 2010. 
 
A B C 
D E F 
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Obtención de cultivos monospóricos 
 
De las muestras procesadas se lograron obtener 42 cultivos monospóricos de Fusarium 
spp. (13 Tibacuy, 11 San Bernardo, 9 Venecia, 6 Silvania y 3 Granada). Las características 
de las muestras de procedencia tales como localización, sintomatología y  época de 
muestreo se detallan en el Anexo 3. Posteriormente, se seleccionaron 20 monospóricos 
con criterios de origen de muestra distribuidos en los cinco municipios, con el objeto de 
realizarles el estudio morfológico (Tibacuy 5, San Bernardo 5, Venecia 4, Granada 3 y 
Silvania 3). La procedencia y sintomatología asociada a los aislamientos monospóricos 
caracterizados morfológicamente, se muestra en la tabla 4. 
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Tabla 4. Procedencia y sintomatología asociada a los aislamientos de Fusarium caracterizados 
morfológicamente. 
 
Número
Código del 
aislamiento
Municipio Vereda
Epoca 
muestreo
Edad 
(meses)
Organo Sintomatología asocida
1 A11 Silvania Loma Alta Seca 9 Cuello
Pudrición en el cuello hasta +/- 
20 cm de altura, progreso 
desde la corteza hacia la 
médula, agrietamiento de la 
corteza. Parte aérea clorosis y 
marchitez generalizada.
2 A12 Silvania Loma alta Seca 14 Tallo
Pudrición en el cuello hasta +/- 
20 cm de altura, progreso 
desde la corteza hacia la 
médula, agrietamiento de la 
corteza. Parte aérea clorosis y 
marchitez generalizada.
3 A14 Silvania Loma alta Seca 14 Tallo
Marchitez en una rama, 
necrosis en haces  vasculares 
ascendente con compromiso 
de la médula. Necrosis 
unilateral en tallo, la necrosis 
avanza desde la corteza al 
tejido interno. En cuello 
agrietamiento de la corteza.
4 A16
San 
Bernardo
Santa 
Helena Alta
Seca 12 Rama
Marchitez vascular, necrosis y 
pudrición en cuello.
5 A22 Tibacuy
San 
Francisco
Lluviosa 7 Cuello
En el cuello y tallo, necrosis y 
decoloración de haces 
vasculares con micelio 
tapizando la médula. Tallo 
enrojecimiento superficial. En 
ramas no se aprecia se 
aprecia daño vascular. Clorosis 
y marchitez generalizada. 
Frutos en diferente estado de 
madurez con presencia de 
rugosidades adheridos a la 
planta.
6 A23 Tibacuy
San 
Francisco
Lluviosa 7 Rama
Raíz y cuello con pudrición de 
color rojizo hasta +/- 10 cm de 
altura. En rama no se aprecia 
decloración vascular. Parte 
aérea clorosis y marchitez 
generalizada. 
7 A26
San 
Bernardo
Quecos Lluviosa 15 Rama
Enrojecimiento superficial 
unilateral en algunas ramas 
con oscurecimiento hacia el 
centro de la lesión y 
decoloración de haces 
vasculares. Clorosis y 
marchitez en algunas ramas.
8 A27
San 
Bernardo
Quecos Lluviosa 15 Rama
Enrojecimiento superficial 
unilateral en algunas ramas 
con oscurecimiento hacia el 
centro de la lesión y 
decoloración de haces 
vasculares. Clorosis y 
marchitez en algunas ramas.
9 A28 Granada
Santa 
Helena
Lluviosa 7 Cuello
Pudrición en raíces, 
decoloración vascular y 
agrietamientos en cuello y 
tallo, decoloración vascular en 
ramas.
10 A29 Granada
Santa 
Helena
Lluviosa 7 Cuello
Pudrición en raíces, 
decoloración vascular y 
agrietamientos en cuello y 
tallo, decoloración vascular en 
ramas.
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Tabla 4 (continuación). Procedencia y sintomatología asociada a los aislamientos de Fusarium 
caracterizados morfológicamente. 
 
Número Aislamiento Municipio Vereda
Epoca 
muestreo
Edad 
(meses)
Organo Sintomatología asocida
11 A32 Venecia
Aposentos 
Doa
Lluviosa 23 Rama
Marchitez generalizada, la 
mayoría de las ramas se ven 
necroticas, los frutos se 
mantiene unidos al tallo 
aunque esten sobremaduros.
12 A34 Venecia
Aposentos 
Doa
Lluviosa 23 Rama
Clorosis leve generalizada. No 
hay decoloración vascular en 
ramas. 
13 A41 Tibacuy San José Seca 12 Cuello
Marchitamiento y necrosis 
severa de ramas, defoliación, 
pudricion del cuello con 
presencia de peritecios, 
decoloracion en haces 
14 A48 Tibacuy
San 
Francisco
Seca 9 Tallo
Clorosis y marchitez a nivel 
aéreo, necrosis en cuello y 
parte baja del tallo con 
decoloración en haces 
vasculares.
15 A51 Tibacuy
San 
Francisco 
Seca 9 Rama
Clorosis leve generalizada. No 
se aprecia decoloración 
vascular en ramas. 
16 A54
San 
Bernardo
El Carmen Seca 18 Rama
Clorosis, marchitez y necrosis 
en parte aérea, acompañada 
de defoliación. Decoloración de 
haces vasculares. 
17 A57
San 
Bernardo
El Carmen Seca 19 Rama
Clorosis y marchitez severa en 
algunas ramas, los frutos se 
mantienen unidos al tallo 
aunque esten sobremaduros. 
Cuello con necrosis rojiza 
hacia un costado.
18 A62 Venecia Aposentos Lluviosa 9 Cuello
Pudrición del cuello con 
presencia de peritecios y 
chancro asociado a 
agrietamientos, decoloración 
de haces vasculares en tallo, 
no se aprecia decoloración en 
haces vasculares en ramas. 
Parte aérea con clorosis, 
marchitez y necrosis de 
algunas ramas.
19 A63 Venecia Aposentos Lluviosa 9 Cuello
Cuello con chancro inicial 
asociado a agrietamientos el 
cual avanza de la corteza 
hacia la médula por un 
costado. Decoloración de 
haces vasculares en tallo, no 
se aprecia decoloración en 
haces vasculares en ramas. 
Parte aérea con clorosis y 
20 A64 Granada
Santa 
Helena
Lluviosa 12 Tallo
Decoloración e hace  
vasculares en raíz y cuello, 
necrosis rojiza hacia un 
costado de cuello, tallo con 
enrojecimiento superficial 
unilateral y decoloracion en 
haces vasculares. Parte aérea 
con clorosis y marchitez 
generalizada.
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1.3.2 Diagnóstico morfológico 
 
Características diagnósticas microscópicas 
 
La morfología de las macroconidias, microconididas, células conidiogénicas y 
clamidosporas, arrojaron 14 aislamientos correspondientes a F. oxysporum,  cinco a F. 
solani y uno Fusarium spp. La tabla 5 resume las principales características diagnósticas 
morfológicas tenidas en cuenta para el diagnóstico. Los aislamientos correspondientes a F. 
oxysporum, presentan macroconidias con forma general delgada y ligeramente curvada 
hacia los extremos, célula basal en forma de pie, célula apical en forma de gancho, tres 
septos y tamaño que varía de  30.2 a 40.1µ de longitud por 2.7 a 3.1 µ de ancho; 
microconidias abundantes con forma ovoide, reniforme o piriforme, de 0 a 1 septo y 
soportadas por monofiálides cortas (4 a 5 µ); clamidosporas presentes en su mayoría 
intercalares o terminales, con arreglo individual o en pares. Las macroconidias de F. solani 
presentan forma general robusta y ligeramente recta, células basal y apical con formas de 
pie romo y redondeada respectivamente, 3 a 5 septos y tamaño que varía de 35.0 a 44.4 µ 
de longitud por 4.3 a 5.2 µ de ancho; microconidias abundantes soportadas por monofiálides 
largas (40-72 µ); clamidosporas presentes con prevalencia de arreglo individual o en pares.  
 
La morfología de las macroconidias observadas se indica en la figura 5. Las magnitudes de 
longitud y ancho de la macroconidia fueron uniformes como se aprecia en las desviaciones 
de los diagramas de las figura 6 y 7, y congruentes con los rangos formulados por Booth, 
1971, para las especies de Fusarium mencionadas. La morfología de algunas células 
conidiogénicas y clamidosporas se muestran en las figuras 8 y 9.  
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Tabla 5. Caracterización morfológica y biológica de los aislamientos de Fusarium 
analizados. 
 
 
 
Convenciones: C. BIOL: caracterización biológica, C. SECUND: características secundaria, IP: Inducción de peritecios. 
 
C. BIOL.
C. SECUND.
TAMAÑO (µ)
NO. 
SEPTOS
FORMA GENERAL
CELULA 
BASAL
CELULA 
APICAL
NO. 
SEPTOS
CELULA 
CONIDIOGENICA
A11 35.0X4.3 4 - 5
robusta y 
ligeramente recta
pie romo roma 0 - 1 monofilide corta SI 23.0 SI
Nectria 
haematococca 
(F. solani)
A12 60.8X5.0 6-7
alargada, 
realtivamente 
recta y robusta.
pie gancho 0-1
monofialide 
larga
SI 22.3 NO F. solani
A14 33.2X2.7 3
delgada y 
ligeramente curva
pie gancho 0 - 1
monofialide 
corta
SI 35.7 NO F. oxysporum
A16 32.5X3.0 3
delgada y 
ligeramente curva
pie gancho 0
monofialide 
corta
SI 29.7 NO F. oxysporum
A22 30.2X3.0 3
delgada y 
ligeramente curva
pie gancho 0
monofialide 
corta
SI 32.7 NO F. oxysporum
A23 37.3X4.8 3 - 4
robusta y 
ligeramente recta
pie romo roma 0 -1
monofialide 
larga
SI 29.3 NO F. solani
A26 35.3X3.0 3
delgada y 
ligeramente curva
pie gancho 1
monofialide 
corta
SI 36.0 NO F. oxysporum
A27 34.1X2.9 3
delgada y 
ligeramente curva
pie gancho 0 - 1
monofialide 
corta
SI 39.3 NO F. oxysporum
A28 31.5X3.0 3
delgada y 
ligeramente curva
pie gancho 0
monofialide 
corta
SI 30.3 NO F. oxysporum
A29 30.3X3.0 3
delgada y 
ligeramente curva
pie gancho 0
monofilaide 
corta
SI 37.7 NO F. oxysporum
A32 32.9X2.9 3
delgada y 
ligeramente curva
pie gancho 0 - 1
monofialide 
corta
SI 39.0 NO F. oxysporum
A34 40.1X2.9 3 - 4
delgada y 
ligeramente curva
pie gancho 0 - 1
monofialide 
corta
SI 40.3 NO F. oxysporum
A41 39.1X3.1 3 - 4
delgada y 
ligeramente curva
pie gancho 0 no se obervó SI 32.3 NO F. oxysporum
A48 32X3.0 3
delgada y 
ligeramente curva
pie gancho 0
monofilaide 
corta
SI 40.7 NO F. oxysporum
A51 30.2X3.0 3
delgada y 
ligeramente curva
pie gancho 0
monofilaide 
corta
SI 41.0 NO F. oxysporum
A54 35.1X2.9 4 - 5
delgada y 
ligeramente curva
pie gancho 0
monofialide 
corta
SI 39.3 NO F. oxysporum
A57 22.9X2.9 03-abr ovoide pequeña roma roma 3 a 4 polifialide SI 47.7 NO Fusarium spp.
A62 37.6X4.9 4
robusta y 
ligeramente recta
pie romo roma 0 - 1 monofilide larga SI 26.7 SI 
Nectria 
haematococca 
(F. solani)
A63 44.4X5.2 4
robusta y 
ligeramente recta
pie romo roma 0 - 1 monofilide larga SI 26.0 SI
Nectria 
haematococca 
(F. solani)
A64 33.3X3.0 3
delgada y 
ligeramente curva
pie gancho 0 - 1
monofialide 
corta
SI 34.0 NO F. oxysporum
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Figura 5. Morfología de las macroconidias. A-L: aislamientos correspondientes a F. oxysporum; M-P: 
aislamientos correspondientes a F. solani. Escala de la barra = 5 µ. 
 
Figura 6. Longitud de la macroconidia de los aislamientos analizados. Gris, aislamientos de F. 
oxysporum; azul claro, aislamientos de F. solani; verde, aislamiento de Fusarium spp.  
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Figura 7. Ancho de la macroconidia de los aislamientos analizados. Gris, aislamientos de F. 
oxysporum; azul claro, aislamientos de F. solani; verde, aislamiento de Fusarium spp. 
 
 
 
Figura 8. Morfología de las monofiálides de algunos aislamientos de F. oxysporum y F. solani. A-D: 
aislamientos correspondientes a F. oxysporum; E-H: aislamientos correspondientes a F. solani. 
Escala de la barra A- D = 12 µ, E-H = 5 µ. 
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Figura 9.  Tipos de clamidosporas presentes en algunos aislamientos de F. oxysporum y F. solani. A. 
individual o en grupos de A11, B. catenuladas en A12, C. terminales individuales en A14, D. 
terminales e intercalares individuales en A27, E. en grupos en A28, F. intercalar individual en A34, G. 
intercalar individual en A48, H. intercalar individual en A64.       
 
Características secundarias. 
Los registros de tasa de crecimiento a las 72 h. fueron correspondientes a los propuestos 
para F. solani (cinco aislamientos) y F. oxysporum (catorce aislamientos) por Burgess et al., 
1994 (tabla 4). Los rangos de tasa de crecimiento fueron 22.3-29.3 mm en F. solani y 29.7-
41.0 mm para F. oxysporum. Con relación a la pigmentación de la colonia de los 
aislamientos identificados como F. oxysporum, por el anverso (micelio aéreo) presentaron 
color ligeramente violáceo con variaciones hacia tonos más grisáceos, y por el reverso 
colores cuya intensidad  varió de ligeramente a fuertemente purpura difundiéndose en el 
agar. Los aislamientos de F. solani, manifestaron por el anverso color ligeramente canela y 
por el reverso ligeramente canela a naranja, con difusión en el agar. El aspecto del micelio 
en general para todos los aislamientos fue algodonoso con excepción del aislamiento A14, 
que fue afelpado. En la figura 10 se muestra la morfología de la colonia para algunos 
aislamientos. Los códigos de los colores al compararlos con el catálogo Pantone se indican 
en el Anexo 4.  
  
 
 
A B C D 
E F G H 
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Figura  10. Morfología de la colonia a los 7 días en PDA. La foto de la parte superior de cada par 
muestra el anverso y la de la parte inferior el reverso. A-K: aislamientos de F. oxysporum, L-O: 
aislamientos de F. solani. 
1.3.3 Diagnóstico biológico 
 
El análisis biológico indicó la ausencia de estado teleomórfico para todos los asilamientos 
identificados morfológicamente como F. oxysporum, no obstante, de los aislamientos 
identificados como F. solani, tres desarrollaron peritecios aproximadamente 45 días después 
de iniciada la prueba. En cuanto a la morfología de los peritecios, estos presentaron 
coloración naranja la cual viró a rojo carmín oscuro después de efectuar la prueba del KOH 
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al 3%. Las observaciones microscópicas arrojaron la presencia de ascas con ocho 
ascosporas de tipo bicelular. Estos resultados determinan la presencia del estado 
teleomórfico correspondiente a Nectria haematococca para los aislamientos de F. solani 
codificados como A11, A62 y A63. En la figura 11, se muestra detalle de los estados 
teleomórficos de los aislamientos mencionados y de las ascoporas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Inducción de estados teleomórficos. A. peritecios de A11 (40X), B. peritecios de A62 
(40X), C. peritecios de A63 (40X), D. Ascosporas de A11 (100X). Nótese la coloración de los 
peritecios de A-C, después de la adición del KOH al 3%. 
 
1.3.4 Identificación molecular 
 
La extracción permitió la obtención de ADN de buena calidad (sin degradación) y cantidad 
(entre 270 y 300 ng/µL),  la cual es suficiente para reacciones de PCR, según Cenis, 1992. 
 
A B 
C D 
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La amplificación con βt-2 arrojó productos de 310 bp, para todos los aislamientos 
evaluados, con una alta calidad en las secuencias. Por su parte los productos de PCR 
mediante ITS variaron entre 250-390 bp para los aislamientos de F. oxsyporum 
presentando una alta calidad de las secuencias, no obstante la amplificación para F. solani, 
fue deficiente.  Los productos con COX variaron de 270-320 bp, para los aislamientos de F. 
oxysporum A54, A64 y FU, sin embargo, la amplificación fue deficiente  para los 
aislamientos A34 y A62. El nivel de similitud de las secuencias, mediante el programa 
NCBI BLAST, arrojó un alto porcentaje de similitud con las especies identificadas mediante 
marcadores morfológicos y biológicos, principalmente con βt-2. La similitud por medio de 
βt-2 fue del 100% con F. oxysporum (A34, A54, A64 y FU) y 99% con F. solani (A62), con 
100% de cobertura. En ITS se encontraron similitudes con F. oxysporum de 99, 100, 98 y 
100%, para A34, A54, A64 y FU respectivamente con un 100% de cobertura. En el caso de 
COX, la similitud con F. oxysporum fue del 99% en los aislamientos A54 y A64, no 
obstante para FU, se observó similitud solamente a nivel de género, con un valor de 99% 
correspondiente a  Fusarium spp. La figura 12, muestra las electroforesis correspondientes 
a las amplificaciones para βt-2 (350bp), ITS (400bp) y COX (600bp), de los aislamientos 
A34, A54, A64, A62 y FU.  
 
 
Figura 12. Electroforesis con amplificados de βt-2, ITS Y COX, para aislamientos de F. oxysporum y 
F. solani.  A. amplificaciones para βt-2, B. izq. amplificaciones para ITS, der. amplificaciones de COX. 
De cada aislamiento se aprecian dos carriles. 
 
Debido a que las amplificaciones obtenidas con las regiones βt-2 e ITS ofrecieron mejores 
resultados y mayor porcentaje de similitud en las comparaciones realizadas con secuencias 
de NCBI, se decidió trabajar con estas los análisis filogenéticos. En dichos análisis al 
evaluar βt-2 se encontró que los aislamientos de F. oxysporum forman un agrupamiento 
B 
A 
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distanciado genéticamente del agrupamiento de F. solani, con correspondencia para los 
aislamientos de este estudio identificados mediante marcadores morfológicos y biológicos. 
En el grupo de F. oxysporum se identifica un agrupamiento constituido por los aislamientos 
de gulupa y uchuva, sin embargo este se subdivide separando los aislamientos de gulupa 
(figura 13). Los agrupamientos obtenidos mediante ITS fueron similares a los de βt-2, con la 
diferencia de que el aislamiento de uchuva mostró más cercanía con los aislamientos de 
gulupa (figura 14).  
 
 
Figura 13. Dendrograma usando porcentaje de identidad construido de regiones βt-2, con secuencias 
de Fusarium usadas en este estudio (indicadas en recuadros) y secuencias seleccionadas del Gen 
Bank. 
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Figura 14. Dendrograma usando porcentaje de identidad construido de regiones ITS, con secuencias 
de Fusarium usadas en este estudio (indicadas en recuadros) y secuencias seleccionadas del Gen 
Bank. 
 
1.4 Discusión 
 
Aunque la sintomatología asociada a marchitez por Fusarium y pudrición del cuello, son 
similares existen algunas diferencias a tener en cuenta en el diagnóstico. La marchitez por 
Fusarium implica una colonización rápida y generalizada de la parte aérea de la planta, lo 
cual se refleja en la típica decoloración de haces vasculares en ramas, la lesión con 
enrojecimiento unilateral en tallo y/o ramas principales también es muy característica. La 
enfermedad progresa con clorosis, marchitez, defoliación y finalmente la muerte de la planta. 
En estados avanzados se puede presentar necrosis a nivel del cuello, lo cual puede 
confundirse con pudrición del cuello, no obstante para este caso la lesión no es localizada 
ya que la necrosis se aprecia hasta el tallo. La anterior sintomatología es similar a la descrita 
por Holliday, 1980, Ploetz, 2003, Fischer y Rezende, 2008 para marchitez por Fusarium en 
Passilora spp. Al respecto Manica, 1981, menciona que esta enfermedad en maracuyá, 
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típicamente afecta el sistema vascular, llevando a la impermeabilidad de las paredes 
celulares evitando la translocación de agua hacia otras partes de la planta. Bajo condiciones 
de alta humedad relativa se pueden encontrar lesiones a nivel del cuello y tallo, las cuales 
se pueden confundir con los síntomas de pudrición del cuello. 
La pudrición del cuello muestra un patrón de colonización más localizada hacia la zona del 
cuello (+/- 25 cm de altura) con formación de chancro el cual progresa hacia la médula. En 
estados avanzados cuando hay presencia de estados teleomórficos se observa formación 
de peritecios. En la parte aérea es inusual observar la típica decoloración vascular, lo cual 
no significa que el patógeno no se haya movilizado, ya que en muestras asintomáticas en 
tallo y rama fue posible aislarlo. Finalmente, la enfermedad ocasiona una marchitez 
generalizada asociada a procesos de defoliación. Al respecto Ploetz, 1991, menciona que 
esta enfermedad en Passiflora edulis X P. edulis f. flavicarpa, produce chancros en el cuello 
o en áreas con heridas físicas alrededor del cuello, que al final pueden llevar a su 
estrangulamiento. Síntomas similares son mencionados por Fischer y Rezende, 2008, en 
Passiflora spp., en donde el estrangulamiento necrótico del cuello de la planta produce la 
marchitez y muerte de la planta. Según Cole et al., 2002; la marchitez y muerte de la planta 
por esta afección en Passiflora edulis f. edulis resulta del daño en tallos y raíces, y la 
correspondiente reducción de la capacidad de extracción y conducción de agua. 
Independientemente del municipio y de la época de muestreo se encontraron plantas con 
sintomatologías sugestivas de fusariosis, esto es un indicador del avance que han 
manifestado estas  patologías en la zona del Sumapaz y de su impacto epidemiológico en 
cualquier época climática. Un alto porcentaje de los aislamientos obtenidos de las muestras 
procesadas (67.9%) correspondieron a Fusarium spp., lo cual sugiere su causalidad. La 
presencia de otros microorganismos en un bajo porcentaje se explica por su carácter 
saprofítico, por consiguiente el análisis de muestras con síntomas iniciales o intermedios 
permite el aislamiento del agente causal primario de la enfermedad, ya que en lesiones 
avanzadas se incrementa la posibilidad de recuperar microorganismos secundarios.  
La caracterización morfológica mediante estándares internacionales de los 20 aislamientos 
procesados permitió la identificación de Fusarium oxysporum (14 aislamientos) y Fusarium 
solani (5 aislamientos). La prevalencia de F. oxysporum en el proceso de identificación, 
sugiere una mayor incidencia de marchitez por Fusarium en la gulupa. Al comparar la 
sintomatología con el agente causal identificado, se determinó la correspondencia entre 
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marchitez por Fusarium y los aislamientos identificados como F. oxysporum, y pudrición del 
cuello con los aislamientos identificados como F. solani. Estos resultados son acordes con 
los reportes realizados sobre la etiología de la marchitez por Fusarium y la pudrición del 
cuello en varias pasifloráceas. Es así como F. oxysporum f.sp. passiflorae es descrito como 
el agente causal de la marchitez por Fusarium en Passiflora edulis (McKnight, 1951), P. 
mollissima (Gardner, 1989), Passiflora edulis X P.edulis f. flavicarpa (Ploetz, 1991; Ploetz, 
2003), Passiflora spp., (Fischer y Rezende, 2008). Por su parte F. solani es reportado como 
agente causal de la pudrición del cuello en P. edulis f. edulis Sims (Cole et al., 1992), P. 
edulis f. flavicarpa (Ponte, 1993; Fischer et al., 2005), Passiflora ligularis (Tamayo, 1999) y 
Passiflora spp. (Ploetz, 2006; Fischer y Rezende, 2008).  
El análisis morfológico riguroso de la macroconidia y de las células conidiogénicas es 
fundamental para la diferenciación de F. oxysporum y F. solani. El tamaño de la 
macroconidia presentó muy bajas desviaciones, lo cual comprueba que el medio SNA 
permite una mayor uniformidad de las estructuras. Las características secundarias de los 
aislamientos analizados mostraron un patrón particular para cada especie, el cual fue 
correspondiente con los reportes de literatura, no obstante estas constituyen un 
complemento más no sustituyen al diagnóstico microscópico. La información suministrada 
sobre la pigmentación de la colonia con base a los códigos Pantone sirve como referente 
para futuras investigaciones.   
El estudio biológico permitió confirmar la presencia de estado teleomórfico para tres 
aislamientos de F. solani, confirmando su carácter homotálico y la identificación de Nectria 
haematococca. Por otra parte como se esperaba, ningún aislamiento identificado como F. 
oxysporum manifestó inducción de peritecios. Esto es concordante con los reportes en 
donde se menciona a Nectria haematococca como el agente causal de la pudrición del 
cuello en Passiflora edulis X P.edulis f. flavicarpa (Ploetz, 1991; Ploetz, 2003); Passiflora 
spp. (Fischer y Rezende, 2008); Passiflora ligularis (Tamayo, 1999).     
El resultado de los análisis moleculares por medio de regiones génicas de βt-2, permitió 
respaldar el diagnóstico por marcadores morfológicos y biológicos, de los aislamientos 
identificados como F. oxysporum y F. solani, por su parte, el diagnóstico usando ITS, 
confirmó la identidad de los aislamientos identificados como F. oxysporum. La región génica 
de COX mostró correspondencia con el género Fusarium. Al comparar los porcentajes de 
identidad con los diferentes marcadores se encontró que este fue mayor para βt-2, de ahí 
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que este sea más confiable para la identificación a nivel interespecífico. En este sentido 
varios estudios han demostrado la utilidad filogenética de la β-tubulina a nivel 
interespecífico en hongos (Tsai et al., 1994; Schardl et al., 1994).  Leslie y Summerell 2006; 
Leslie et al., 2007,  mencionan que β-tubulina (tub2) es una de las secuencias más 
comúnmente usadas para distinguir especies de Fusarium. Entre tanto, los genes 
ribosomales (rDNA), poseen características que son apropiadas para la detección de 
patógenos a nivel de especies. Estos rDNA son altamente estables y exhiben un mosaico 
de regiones conservadas y diversas dentro del genoma (Hibbett, 1992). 
La deducción de relaciones evolutivas a partir de secuencias de βt-2, surge del grado de 
parentesco de las tubulinas presentes en diferentes organismos. Se considera que las 
células eucariotes más antiguas contenían un único gen de tubulina que fue duplicado 
tempranamente en la evolución; la divergencia subsiguiente de las distintas copias del gen 
de tubulina original dio origen a la versión ancestral de los genes α y β- tubulina. A medida 
que las distintas especies divergieron a partir de estas células eucariotes, cada una de 
estas secuencias de genes divergió aún más y dio origen a las diferentes formas de α y β-
tubulina halladas ahora en cada especie (Lodish et al., 2005). 
El dendrograma construido con regiones de βt-2 señala que los aislamientos de F. 
oxysporum forman un agrupamiento distanciado genéticamente del aislamiento de F. solani, 
esto es concordante con el hecho de que estos constituyen dos complejos de especies 
diferentes pertenecientes a las secciones Elegans y Martiella respectivamente propuestas 
por Wollenwebwer y Reinking, 1935. La presencia de un grupo constituido por los 
asilamientos de gulupa y uchuva, sugiere una distancia genética relativamente baja entre 
estos, sin embargo, su subdivisión en un agrupamiento con los aislamientos de gulupa, 
plantea que los aislamientos de F. oxysporum asociados a un mismo hospedero presentan 
mayor similitud genética, lo cual podría estar asociado a especificidad hacia la familia 
Passifloraceae. Las pruebas de patogenicidad realizadas en esta investigación (numeral 
2.2.1) corroboran una tendencia a la especificidad de estos aislamientos, no obstante, es 
necesario dirigir pruebas cruzadas con otros hospederos. Por otra parte, para aumentar la 
confiabilidad es necesario realizar filogenia con un mayor número de asilamientos y 
amplicones por aislamiento procedentes de gulupa. 
Al analizar las relaciones a nivel interespecífico, el dendrograma obtenido con el uso de 
regiones ITS muestra concordancia con el arrojado por medio de βt-2. Al respecto Duncan et 
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al., 1998, mencionan que la tasa de mutación de la región ITS del rDNA, se aproxima mucho 
al proceso de especiación, por lo que las comparaciones realizadas con dichas secuencias 
permiten determinar en gran parte relaciones filogenéticas entre especies.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
2. Caracterización patogénica 
 
2.1 Introducción 
 
Las pruebas de patogenicidad constituyen un componente importante en la identificación 
del agente causal de una enfermedad en las plantas. Estas se fundamentan en los 
postulados de Koch, según los cuales se deben satisfacer los siguientes criterios para que 
un organismo sea considerado la causa de una enfermedad: 1) el agente causal 
sospechoso debe estar en todos los organismos examinados, 2) el agente causal 
sospechoso debe ser aislado del organismo enfermo (ej, planta) y crecer en cultivo puro, 3) 
cuando un cultivo puro de un agente sospechoso es inoculado en un hospedero (planta) 
susceptible, el hospedero debe reproducir la enfermedad específica, 4) el  organismo 
inoculado debe ser aislado y debe tener las mismas características del organismo aislado 
en 2 (Agrios, 2005).  
A pesar de las dificultades que pueden acarrear los postulados de Koch con algunos 
agentes causales, estos se continúan aplicando, algunas veces con ciertas modificaciones, 
teniendo un efecto importante en el diagnóstico de una enfermedad  (Agrios, 2005).  
Además de confirmar la etiología de las enfermedades, las pruebas de patogenicidad 
también nos permiten determinar cuál es la variabilidad patogénica de un agente causal 
dado y evaluar posibles fuentes de resistencia. Fusarium oxsyporum formae speciales 
difieren en sintomatología, epidemiología y susceptibilidad de cultivares y puede ser 
distinguido por pruebas de patogenicidad con hospederos apropiados (Vakalounakis y 
Fragkiadakis, 1999).  
Para el caso de enfermedades en la gulupa se han dirigido pruebas de patogenicidad con 
virus (Camelo, 2010), bacterias (Benítez, 2010) y Cladosporium (Riascos, 2011). Con 
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relación a Fusarium spp., los estudios sobre patogenicidad se han realizado sobre diversas 
especies de la familia pasiflorácea. Los resultados han revelado a  F. oxysporum f.sp. 
passiflorae como el agente causal de la marchitez por Fusarium en Passiflora edulis 
(McKnight, 1951), P. mollissima (Gardner, 1989), Passiflora edulis X P.edulis f. flavicarpa 
(Ploetz, 1991; Ploetz, 2003), Passiflora spp., (Fischer y Rezende, 2008). Por su parte F. 
solani es reportado como agente causal de la pudrición del cuello en P. edulis f. edulis 
Sims (Cole et al., 1992), P. edulis f. flavicarpa (Ponte, 1993; Fischer et al., 2005), Passiflora 
ligularis (Tamayo, 1999) y Passiflora spp. (Ploetz, 2006; Fischer y Rezende, 2008).   
Los siguientes estudios de patogenicidad se dirigieron con el objeto de confirmar si las 
sintomatologías sugestivas de marchitez por Fusarium y pudrición del cuello en gulupa, 
son ocasionadas por los microorganismos identificados en el capítulo 1, como F. 
oxysporum y F. solani, respectivamente. Del mismo modo se realizó un tamizaje de los 
aislamientos más patogénicos de F. oxysporum y pruebas de patogenicidad cruzadas, para 
aportar una aproximación a su potencialidad. 
 
2.2 Metodología 
  
2.2.1 F. oxysporum 
 
Preparación de inóculos. 
 
Este trabajo se desarrolló en los Laboratorios de Fitopatología y Biotecnología, de la 
Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional de Colombia. Aislamientos 
previamente identificados como F. oxysporum, se sometieron a crecimiento en medio 
líquido extracto de malta, de acuerdo a la formulación indicada por Pancreac, 2003, con 
una modificación consistente en  la eliminación del agar. Para esto se sembraron 3 discos 
con micelio joven (5 días) por erlenmeyer de 250 mL. Las condiciones de incubación 
fueron temperatura de 25oC, con agitación en shaker a 125 rpm bajo ausencia de luz.  
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Estandarización de la metodología de inoculación. 
 
Estos ensayos se llevaron a cabo bajo condiciones de invernadero, con temperatura 
media de 25oC y humedad relativa media del 70%. Las plántulas utilizadas provenían de 
un vivero de Cundinamarca, que comercializa material vegetal certificado libre de 
patógenos, no obstante, realizamos indexación y análisis microbiológico de los sustratos, 
confirmando la ausencia de microorganismos en particular de Fusarium. Las técnicas de 
inoculación a analizar fueron las siguientes: 
 
Inmersión de raíces sin herida. Plántulas de 45 días (con dos hojas verdaderas) se 
sumergieron en una suspensión conidial a una concentración de 1x106 con/mL, durante 
dos minutos, (Gardner, 1989 y  Vakalouonakis, 1996). El volumen inoculado por planta fue 
de 15 mL (Tamayo, 1999, modificada). Los aislamientos empleados correspondieron a 
A27, A32 y A54. Para el control se aplicó un volumen equivalente de medio extracto de 
malta. Con el fin de evitar daños en el sistema radical el plug de cada planta se removió 
cuidadosamente de los alveolos del semillero (Haglund, 1989). Inmediatamente después 
de inoculadas las plantas se sembraron en turba estéril con nutrientes previamente 
saturada con agua. Como control negativo se empleo medio extracto de malta.  
 
Inmersión de raíces con herida. La técnica es similar a la anterior, la única diferencia 
radica en que aproximadamente 0.5 cm de la parte terminal del sistema radical fue 
removida con la ayuda de una tijera previamente esterilizada a la llama (Haglund, 1989, 
modificada). 
 
Una vez inoculadas, las plantas se confinaron en un túnel con cobertura plástica bajo 
condiciones de invernadero. En total se realizaron 10 repeticiones por tratamiento. Las 
variables a medir fueron: periodo de incubación, incidencia, severidad (escala de 
Vakalounakis, 2005, tabla 6), número de hojas  y altura de la planta (semanal), con un 
mes de seguimiento. Por otra parte se caracterizaron los síntomas y se verificó el cuarto 
postulado de Koch.  
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Tabla 6. Escala ordinal (modificada de Vakalounakis et al., 2005), empleada para 
evaluar la severidad de marchitez por Fusarium en gulupa. 
 
CLASE DESCRIPCIÓN 
0 No hay síntomas  
1 Ligera a moderada marchitez, clorosis. 
2 Severa marchitez, con decoloración en tallo, defoliación. 
3 Muerte de las plántulas 
 
  
Tamizaje de aislamientos más virulentos. 
 
Ocho aislamientos identificados morfológicamente como Fusarium oxysporum, 
correspondientes a A14, A16, A22, A29, A34, A 48, A54 y A64, se evaluaron en plantas 
de 2 meses. El aislamiento A54 se utilizó como control positivo  dado que resultó ser el 
más virulento en la estandarización de la metodología de inoculación.  
 
La metodología de inoculación consistió en la inmersión de raíces sin herida en una 
suspensión conidial a una concentración de 1x106 conidias/ml (15 mL/planta), dado que 
ofreció resultados estadísticamente similares a la inmersión con herida. Como sustrato se 
empleo turba estéril con nutrientes. Las variables a medir fueron: periodo de incubación, 
incidencia, severidad, número de hojas (semanal) y altura (semanal). Por otra parte se 
caracterizaron los síntomas y se verificó el cuarto postulado de Koch. 
 
Pruebas de patogenicidad en plantas de cuatro meses.  
 
Este ensayo se dirigió con el objeto de caracterizar la sintomatología en plantas de cuatro 
meses, correspondiente a un estado fenológico de establecimiento en campo. Se trabajo 
con los aislamientos A34, A54 y A64, debido a que resultaron ser los más virulentos en el 
tamizaje de patogenicidad. La metodología de inoculación consistió en la inmersión de 
raíces sin herida, siguiendo el protocolo descrito anteriormente, sin embargo, debido al 
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mayor tamaño de las mismas se inoculo a razón de 30 mL por planta, empleando como 
sustrato suelo estéril. Las variables a medir incluyeron: incidencia, severidad y altura 
(semanal), así como, la caracterización de los síntomas.  
Pruebas de patogenicidad en plantas de nueve meses. 
Con el fin de conocer la sintomatología y el periodo de incubación en estados fenológicos 
posteriores, se dirigieron pruebas de patogenicidad en plantas de nueve meses. El 
asilamiento a inocular fue A54, dada su alto grado de virulencia. La metodología seguir 
fue similar a la descrita para plantas de cuatro meses. Las variables a medir incluyeron: 
incidencia, severidad, periodo de incubación y periodo de latencia. Para todas las pruebas 
de patogenicidad explicadas, las plantas se fertilizaron semanalmente con un balance de 
NPK de 29-8-7.  
 
Pruebas de patogenicidad cruzadas. 
 
F. oxysporum aislado de gulupa. Los aislamientos A34, A54 y A64, provenientes de 
gulupa se inocularon en plántulas de granadilla de 45 días y plántulas de uchuva ecotipo 
Colombia, de 35 días, por medio de inmersión de raíces sin herida en una suspensión 
conidial 1x106 con/mL. Como sustrato se utilizó suelo estéril. Las variables a medir fueron 
incidencia y periodo de incubación, del  mismo modo se caracterizaron los síntomas. 
 
F. oxysporum aislado de uchuva. El aislamiento codificado como FU procedente de un 
cultivo de uchuva ecotipo Colombia con síntomas de marchitez vascular, se inoculó sobre 
plantas de uchuva de 35 y 60 días, plantas de gulupa de 3 meses y plántulas de 
granadilla de 45 días, por medio de inmersión de raíces sin herida en una suspensión 
conidial a una concentración de 1x106 con/mL. Como sustrato se utilizó suelo estéril. Las 
variables a medir fueron incidencia y periodo de incubación, del  mismo modo se 
caracterizaron los síntomas. 
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Diseño y análisis estadístico 
Para todos los ensayos se aplicó un DCA con 10 repeticiones por tratamiento, a 
excepción de las pruebas de patogenicidad en plantas de nueve meses en donde se 
realizaron 5 repeticiones. Los análisis estadísticos se efectuaron por medio de la prueba 
de Kruskal-Wallis (datos no paramétricos) del programa SAS, versión 6.1. 
2.2.2 F. solani 
Pruebas de patogenicidad en plantas de cuatro meses. 
Plantas de gulupa de cuatro meses crecidas en suelo estéril se inocularon mediante 
contacto directo de discos con micelio en la zona del cuello, según metodología descrita 
por Ploetz, 1991 y Fischer et al., 2005, modificada. Para esto se realizaron repiques en 
medio PDA de los aislamientos previamente identificados como F. solani (A11, A23, A62 y 
A63) y se incubaron a 25oC por cinco días. Pasado el tiempo se cortaron discos con 
micelio de 10 mm de diámetro con el sacabocados y se depositaron sobre una pequeña 
incisión realizada sobre el cuello de la planta, a la que previamente se le adicionó 1mL de 
agua estéril con el fin de facilitar la adhesión.  Finalmente se agregó un poco de suelo 
hasta la mitad del disco para garantizar la unión. Los controles consistieron de plantas con 
las mismas características a las que se les adicionó discos de PDA. El ensayo se llevó 
bajo túneles ubicados en invernadero con diez repeticiones por tratamiento, realizando un 
seguimiento de los síntomas por un periodo de  10 meses.  
Pruebas de patogenicidad en plantas de dos meses 
 
Para analizar si la ausencia de herida afecta la infección a través del sistema radical y el 
cuello, se dirigieron pruebas de patogenicidad en plantas de 2 meses crecidas en turba 
estéril, aplicando los tratamientos que se muestran en la tabla 7, con cada uno de los 
aislamientos identificados previamente como F. solani (A11, A23, A62, A63). Los 
tratamientos T1 a T5, se realizaron por medio de inmersión de raíces sin herida, siguiendo 
el mismo protocolo que se describió para F. oxysporum en el acápite 2.2.1. Los 
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tratamientos T6 a T12 consistieron en el contacto directo de discos de 0.7 mm de 
diámetro con crecimiento fungoso sobre el cuello de la planta sin la realización de heridas. 
Para los estados anamórficos se empleó micelio de 5 días crecido en PDA y para los 
teleomórficos micelio con peritecios, crecido en agar V-8, bajo las condiciones 
mencionadas en el numeral 1.2.3. 
El seguimiento se realizó durante 9 meses en túneles bajo invernadero con diez 
repeticiones por tratamiento, haciendo un registro de la incidencia y caracterización de la 
sintomatología. Durante las pruebas de patogenicidad mencionadas (2 y 4 meses), las 
plantas se fertilizaron semanalmente con un balance de NPK de 29-8-7.  
 
Tabla 7. Tratamientos para las pruebas de patogenicidad con aislamientos de F. solani en 
plantas de 2 meses. 
 
TRATAMIENTO TÉCNICA 
T1 A11, inmersión de raíces sin herida en susp. 1x10
6
 con/ml. 
 
T2 A23, inmersión de raíces sin herida en susp. 1x10
6
 con/ml. 
 
T3 A62, inmersión de raíces sin herida en susp. 1x10
6
 con/ml. 
 
T4 A63, inmersión de raíces sin herida en susp. 1x10
6
 con/ml. 
 
T5 Control, inmersión de raíces en extracto de malta. 
 
T6 A11, contacto directo de discos con micelio en el cuello sin herida. 
 
T7 A11, contacto directo de discos con peritecios en el cuello sin herida. 
 
T8 A23, contacto directo de discos con micelio en el cuello sin herida. 
 
T9 A62, contacto directo de discos con micelio en el cuello sin herida. 
 
T10 A62, contacto directo de discos con peritecios en el cuello sin herida. 
 
T11 A63, contacto directo de discos con micelio en el cuello sin herida. 
 
T12 A63, contacto directo de discos con peritecios en el cuello sin herida. 
 
T13 Control, contacto de discos con medio en el cuello sin herida. 
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2.3 Resultados 
 
2.3.1 F. oxysporum 
 
Estandarización de la metodología de inoculación. 
 
Las pruebas de patogenicidad arrojaron un periodo de incubación de 18 a 19 días, con 
síntomas de clorosis leve asociada a una ligera a modera marchitez. Al comparar los tipos 
de inoculación no se encontraron diferencias estadísticamente significativas a los 20 dpi. 
(Anexo 5.1), sin embargo, la incidencia y severidad tendieron a ser más altas para el 
tratamiento con herida en la raíz (tabla 8). 
 
Tabla 8. Incidencia y severidad a los 20 dpi, para plantas de 45 días, inoculadas con F. oxysporum  
bajo condiciones de invernadero.  
 
Tratamiento 
Incidencia                                
(%) 
Severidad            
(índice) 
1 A27 - inmersión sin herida 40 0.4 
2 A27- inmersión con herida 60 0.7 
3 A32- inmersión sin herida 60 0.7 
4  A32- inmersión con herida 60 0.7 
5 A54- inmersión sin herida 80 0.8 
6 A54- inmersión con herida 90 0.9 
7 Control sin herida 0 0 
8 Control con herida 0 0 
 
Los síntomas en las plantas infectadas correspondieron a marchitez por Fusarium 
mostrando la progresión indicada en la escala de severidad de la figura 15, con un índice 
de severidad que varió de 0.1 a 1.0 de 19 a 21 dpi, 1.1 a 2.0 de 22 a 24 dpi y 2.1 a 3.0 de 
25 a 30 dpi. En la figura 16 se muestran los síntomas de las plantas inoculadas con el 
aislamiento A54 a los 20 dpi.  La incidencia y la severidad a través del tiempo se indican 
en las figuras 17 y 18. 
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Figura 15. Progresión de síntomas causados por F. oxysporum en plantas de gulupa de 45 días, 
de acuerdo a la escala de Vakalounakis et al., 2005, modificada. 0. No hay presencia de síntomas, 
1. Ligera a moderada marchitez, clorosis, 2. Severa marchitez, con decoloración en tallo, 
defoliación, 3. Muerte de las plántulas.  
 
 
Figura 16. Plantas de gulupa inoculadas con el aislamiento A54 de F. oxysporum a los 20 dpi. 
Columna A. inoculación por inmersión sin herida; columna B, inoculación por inmersión con herida; 
columna C, control inmersión sin herida; D, control inmersión con herida. Apréciese el decaimiento 
y el retraso en el crecimiento en las plantas inoculadas. 
 
     0                                 1                                2                                   3 
  0-18 dpi                   19-21 dpi                    22-24 dpi                      25-30 dpi       
   A               B                      C                   D 
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Figura 17.  Incidencia a través del tiempo durante la estandarización de los métodos de 
inoculación con F. oxysporum. 
 
 
Figura 18.  Severidad a través del tiempo durante la estandarización de los métodos de 
inoculación con F. oxysporum. 
 
Al realizar cortes transversales de tallo se verificó la decoloración en los haces 
vasculares. Los aislamientos inoculados se lograron reaislar verificándose de esta manera 
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el cuarto postulado de Koch. Los anteriores resultados demostraron que este patógeno no 
requiere de heridas inducidas para causar la infección, y por lo tanto se seleccionó la 
técnica de inoculación por medio de inmersión sin herida para los ensayos posteriores. 
Por otra parte, dada la comprobada patogenicidad del aislamiento A54, este se propuso 
como un control positivo para el tamizaje de los aislamientos más patogénicos.  
Tamizaje de aislamientos más virulentos. 
El periodo de incubación para plantas de dos meses fue de 14 días, sin embargo, los 
aislamientos más virulentos, A54, A64 y A34, procedentes de San Bernardo, Granada y 
Venecia, Cundinamarca, respectivamente, presentaron para ese momento diferencias 
estadísticamente significativas (anexo 5.2), con valores mayores de incidencia (50 al 80%) 
y severidad (0.5 a 0.8); y menores para altura (3.6-4.1 cm) (tabla 9). Adicionalmente, para 
estos aislamientos el inicio del colapso total de la planta fue más rápido localizándose a 
los 24 dpi.  Por su parte, los aislamientos menos virulentos presentaron a los 14 dpi 
valores bajos de incidencia (20- 30%) y severidad (0.2 a 0.3), así como, inicio del colapso 
de la planta de 28 a 30 dpi. Al final del ensayo (28 dpi) (tabla 9, anexo 5.3), la incidencia 
fue similar para los aislamientos A16, A29, A34, A54 y A64 (90-100%), sin embargo, para 
los aislamientos A34, A54 y A64, se mantuvo la tendencia de mayor índice de severidad 
(2.2 – 2.7) y menor altura (3.2 – 4.0 cm).  
Tabla 9. Incidencia, severidad, altura y número de hojas a los 14 dpi, para plantas de dos meses 
inoculadas con 8 aislamientos de F. oxysporum, bajo condiciones de invernadero. En asterisco (*) 
se indican los aislamientos más virulentos. 
 
Tratamiento 
Incidencia                                
(%) 
Severidad
(índice) 
Altura 
(cm) 
No. de 
hojas 
1 Inoculación con A14 0 0 7.0 4.6 
2 Inoculación con A16 90 1.6 5.1 3.1 
3 Inoculación con A22 0 0 6.3 4.3 
4 Inoculación con A29 100 1.6 4.1 2.9 
5 Inoculación con A34* 100 2.2 3.6 3.2 
6 Inoculación con A48 0 0 6.3 4.4 
7 
 
Inoculación con A54*  
(control positivo) 100 2.4 3.2 2.6 
8 Inoculación con A64* 100 2.7 4.0 2.6 
9 Control negativo 0 0 7.9 4.3 
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Con relación al número de hojas no se presentaron diferencias significativas al inicio del 
experimento, no obstante al final se detectó un reducción producto de la defoliación en las 
plantas inoculadas con los aislamientos A16, A29, A34, A54 y A64 (tabla 10). 
Simultáneamente, de los diez aislamientos evaluados, tres resultaron ser no patogénicos 
(A14, A22 y A48), manifestando valores estadísticamente similares al control. En la figura 
19 se muestra el avance de la severidad del tamizaje de aislamientos más virulentos. 
Tabla 10. Incidencia, severidad, altura y número de hojas a los 28 dpi, para plantas de dos meses 
inoculadas con 8 aislamientos de F. oxysporum, bajo condiciones de invernadero. En asterisco (*) 
se indican los aislamientos más virulentos. 
 
Figura 19. Avance de la severidad durante el tamizaje de los aislamientos más virulentos de F. 
oxysporum. 
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Tratamiento 
Incidencia                                
(%) 
Severidad
(índice) 
Altura          
(cm) 
No. de           
hojas 
1 Inoculación con A14 0 0 7.0 4.6 
2 Inoculación con A16 90 1.6 5.1 3.1 
3 Inoculación con A22 0 0 6.3 4.3 
4 Inoculación con A29 100 1.6 4.1 2.9 
5 Inoculación con A34* 100 2.2 3.6 3.2 
6 Inoculación con A48 0 0 6.3 4.4 
7 
Inoculación con A54* 
(control positivo) 100 2.4 3.2 2.6 
8 Inoculación con A64* 100 2.7 4.0 2.6 
9 Control negativo 0 0 7.9 4.3 
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Los síntomas caracterizados correspondieron a marchitez vascular (ver figura 20) con un 
patrón de necrosis descendente, los cortes transversales revelaron decoloración en haces 
vasculares y las raíces manifestaron procesos necróticos que llevaron a retraso en el 
desarrollo. A partir de estas lesiones se logró reaislar a Fusarium oxysporum, con un 60 a 
80 % de frecuencia confirmándose el cuarto postulado de Koch (ver figura 21).  
 
Figura 20. Detalle del ensayo de tamizaje de los aislamientos más virulentos de F. oxysporum a 
los 28 dpi. Nótese los procesos típicos de marchitez por Fusarium. 
 
Figura   21.  Verificación de los postulados de Koch del tamizaje de los aislamientos más virulentos 
de F. oxysporum. a. De izq. a der. A14, A16, A22; A48, A34, A54, A64, control; b. decoloración de 
haces vasculares en tallo; c. reaislamiento; d. macroconidias de aislamiento de F. oxysporum 
reaislado (A64).  
A16 A14 
A23 A48 
A64 A22 
A54 A34 
Control 
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Pruebas de patogenicidad en plantas de cuatro meses.  
Las pruebas de patogenicidad en plantas de cuatro meses arrojaron un periodo de 
incubación de 21 a 24 días con una incidencia del 100% para todos los aislamientos. Al 
caracterizar la sintomatología se encontró que esta es muy similar a lo descrito en campo 
comprendiendo la siguiente progresión de síntomas (tabla 11) que se ajustó a una escala 
severidad.   
Tabla 11. Escala ordinal de severidad para plantas de cuatro meses afectadas por 
marchitez por Fusarium. 
CLASE  DESCRIPCION 
0 No hay síntomas 
1 Clorosis leve generalizada 
2 Clorosis severa hojas bajeras 
3 Defoliación ascendente  
4 Marchitez y/o defoliación severa 
5 Necrosis descendente y muerte de la planta 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Progresión de síntomas con periodos de aparición en plantas de cuatro meses de 
gulupa afectadas por marchitez por Fusarium. 
 
 
0 1 2 
3 4 5 
0 – 20 dpi 21-  24 dpi 25 – 28 dpi 
29 – 37 dpi 38 – 43 dpi 44 – 63 dpi 
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Los periodos comprendidos para la expresión de los síntomas fueron: clase 0  de 0 a 20 
dpi, clase 1 de 21 a 24 dpi, clase 2 de 25 a 28dpi, clase 3 de 29 a 37 dpi, clase 4 de 38 a 
43 dpi y clase 5 de 44 a 63 dpi (figura 22).  
Es importante mencionar que el período de latencia para la formación de esporodoquios 
sobre el cuello de las plantas se ubicó en la clase 5 dentro de la escala de severidad. 
Al analizar los índices de severidad a través del tiempo no se encontraron diferencias 
estadísticas entre tratamientos, sucediendo la muerte de la planta de 44 a 63 dpi (figura 
23).   
 
Figura 23. Avance de la severidad en plantas de cuatro meses inoculadas con F. oxysporum. 
El muestreo destructivo de plantas de cuatro meses reveló síntomas característicos de 
marchitez por Fusarium. Los cortes transversales del cuello y el tallo mostraron 
decoloración de los haces vasculares, con compromiso de la médula en la zona del cuello 
(figura 24).  
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Figura 24. Cortes transversales de cuello y tallo, de plantas de gulupa de cuatro meses afectadas 
por F. oxysporum a los 45 dpi. A. cuello planta control, B. cuello planta inoculada con A64 (nótese 
la decoloración de haces vasculares con compromiso de la médula), C. tallo de planta sana, D. 
tallo de planta inoculada con A64 (nótese la decoloración típica de haces vasculares). 
A nivel subterráneo se presentó disminución en el desarrollo radical asociado a presencia 
de puntos necróticos los cuales en estados avanzados llevaron a pudrición de las mismas. 
Eventualmente en estados avanzados fue posible observar en la parte inferior del tallo 
una leve pudrición húmeda y en otros casos la formación de esporodoquios de color 
salmón (figura 25). Al verificar el cuarto postulado de Koch se logró reaislar el patógeno 
con un frecuencia del 70 al 80%, lo cual confirmó su causalidad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Sintomatología  causada por F. oxysporum en raíces y tallo de plantas de gulupa a los 
45 dpi. A. Retraso en el desarrollo radicular, de izq. a der. A34, A54, A64 y control; B. puntos 
necróticos en raíces; C. cuello y parte inferior del tallo de planta sana; D. esporodoquios en parte 
inferior del tallo de planta afectada; E. decoloración de haces vasculares en cuello. 
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Por otra parte en las evaluaciones de altura y número de hojas, se observó que las 
plantas inoculadas manifestaron retraso en el crecimiento y defoliación progresiva 
independientemente del aislamiento inoculado. Las diferencias fueron significativas a 
partir de los 35 dpi tal como se indica en las figuras 26 y 27. 
 
Figura 26. Altura a través del tiempo de plantas de 4 meses inoculadas con F. oxysporum.  
 
Figura 27. Número de hojas a través del tiempo en plantas de cuatro meses inoculadas con F. 
oxysporum. 
Pruebas de patogenicidad en plantas de nueve meses 
 
El periodo de incubación se localizó a los 42 dpi, con síntomas de clorosis leve 
generalizada. Los síntomas posteriores siguieron la siguiente progresión: clorosis severa 
ascendente (46 dpi), defoliación ascendente (49 dpi), pérdida de la turgencia con avance 
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descendente (53 dpi) y muerte de las plantas (70 dpi). Lo anterior es concordante con lo 
observado en plantas de cuatro meses correspondiendo a las clases de severidad 2, 3, 4 
y 5, respectivamente, con la salvedad de un incremento en los periodos de aparición de 
los síntomas (figura 28).  
 
 
 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Progresión de síntomas en plantas de gulupa de 9 meses afectadas por marchitez por 
Fusarium. 
 
 
Los síntomas en el sistema vascular fueron similares a los descritos en campo con la 
típica decoloración en haces vasculares del tallo y ramas, y eventualmente enrojecimiento 
unilateral en rama. Así mismo, en raíces fue posible detectar retraso en el desarrollo 
asociado a presencia de puntos necróticos (figura 29). Al comprobar los postulados de 
Koch se confirmó la causalidad de F. oxysporum. 
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Figura 29. Sintomatología asociada a marchitez por Fusarium en gulupa de nueve meses de edad. 
A, B y C. cortes transversales en cuello, tallo y rama, respectivamente, a la izquierda se aprecian 
cortes de planta sana, a la derecha cortes de planta enferma, D. diferencia de sistema radical de 
planta sana (izq) con el de una planta enferma (der), E. enrojecimiento unilateral en tallo.  
 
Pruebas de patogenicidad cruzadas. 
F. oxysporum aislado de gulupa 
Los aislamientos de F. oxysporum de gulupa (A34, A54, A64) demostraron ser altamente 
patogénicos en granadilla con una incidencia del 100% y periodo de incubación similar al 
presentado en gulupa (21 dpi) (ver tabla 10), pero con la diferencia de alcanzar una mayor 
severidad en menor tiempo, lo cual se vio reflejado en el inicio del colapso de las plantas 
desde los 21 dpi. Con respecto a las plantas de uchuva no se manifestó la enfermedad 
(tabla 12). Los síntomas de las plantas afectadas fueron clorosis y marchitez progresiva 
hasta finalmente llevar al colapso (figura 30). 
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Tabla 12. Incidencia y periodo de incubación en plantas de granadilla y uchuva inoculadas con 
aislamientos de F. oxysporum procedentes de gulupa. 
AISLAMIENTOS 
DE GULUPA 
VARIABLE 
GRANADILLA UCHUVA 
Edad: 45 días Edad: 35 días 
A34 
Incidencia (%) 100 0 
Periodo de incubación 
(dpi) 
21 No se presentó 
A54 
Incidencia (%) 100 0 
Periodo de incubación 
(dpi) 
21 No se presentó 
A64 
Incidencia (%) 100 0 
Periodo de incubación 
(dpi) 
21 No se presentó 
 
 
 
Figura 30. Pruebas de patogenicidad cruzadas con F. oxysporum de gulupa. A. Inoculación con 
A34 de gulupa a los 26 dpi. Izq plantas de uchuva. Der. Plantas de granadilla. B. plantas de 
granadilla a los 31 dpi. 
 
F. oxysporum aislado de uchuva 
Por medio de estas pruebas se encontró que el aislamiento FU procedente de uchuva es 
altamente patogénico sobre la uchuva con 100% de incidencia, periodos de incubación de 
18 y 16 dpi (tabla 13) y colapso generalizado a los 21 y 33 dpi para plantas de 35 y 60 
     A34              A54          A64     Control 
A B 
Capítulo 2 57 
 
días respectivamente. Por su parte las plantas de gulupa y granadilla no fueron afectadas 
por el patógeno. Los síntomas de las plantas afectadas correspondieron a marchitez por 
Fusarium (ver figura 31). 
 
Tabla 13. Incidencia y periodo de incubación en plantas de granadilla y uchuva inoculadas con 
aislamientos de F. oxysporum procedentes de uchuva. 
AISLAMIENTO 
DE UCHUVA 
VARIABLE 
UCHUVA GULUPA GRANADILLA 
Edad: 35 días 
Edad: 60 
días 
Edad: 90 
días 
Edad: 45 días 
FU 
Incidencia (%) 100 100 0 0 
Periodo de 
incubación (dpi) 
18 dpi 16 dpi 
No se 
presentó 
No se 
presentó 
 
 
  
Figura 31. Inoculación con F. oxysporum de uchuva (FU), en plantas de uchuva de 60 días y de 
gulupa de 90 días a los 33 dpi. De izquierda a derecha: A.  plantas de uchuva inoculadas, B. 
plantas de uchuva control, C. plantas de gulupa inoculadas, D.  plantas de gulupa control. 
     A                               B                           C                              D 
58 Etiología de enfermedades asociadas a fusariosis en el cultivo de gulupa 
(Passiflora edulis Sims.) en la región del Sumapaz 
 
2.3.2  F. solani 
Pruebas de patogenicidad en plantas de cuatro meses. 
 
En una de las repeticiones del tratamiento correspondiente a A62, se presentó un periodo 
de incubación de 47 dpi. Los síntomas expresados fueron: clorosis principalmente en las 
hojas del tercio inferior, retraso en el crecimiento, decaimiento generalizado, chancro a 
nivel del cuello que produjo estrangulamiento  y pudrición a +/- 2 cm de la raíz. Color de la 
lesión café rojizo y tamaño inicial de 5 cm de longitud.  A los 50 dpi, se aprecian peritecios 
abundantes de color rojizo sobre la lesión (figuras 32 y 33). A los 54 dpi se da inicio a un 
proceso de defoliación. El corte transversal de tallo a los 90 dpi, evidenció decoloración de 
haces vasculares. Al verificar el cuarto postulado de Koch, se logró reaislar a F. solani, lo 
cual confirmó su causalidad. 
 
 
Figura 32. Síntomas de pudrición del cuello causados por F. solani en gulupa a los 50 dpi. A. 
cuello de planta inoculada con A62, nótese el chancro con formación de peritecios, B. cuello de 
planta control. 
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Figura 33. Síntomas de pudrición en cuello en parte aérea de gulupa a los 50 dpi. A. planta 
inoculada con A62, nótese la clorosis y marchitez generalizada, B. planta control. 
Pruebas de patogenicidad en plantas de dos meses 
 
Las pruebas de patogenicidad arrojaron un periodo de incubación de 108 dpi para dos 
plantas, una correspondiente al tratamiento 2, y la otra al tratamiento 12. Los síntomas 
manifestados en la zona del cuello fueron enrojecimiento, chancro leve asociado a 
cuarteamiento con aspecto seco sobre la lesión. El avance de la lesión presentó un patrón 
desuniforme a lo largo y ancho de cuello, con 1,2 y 1.9 cm respectivamente a los 120 dpi, 
y 2.2 y 3 cm a los 128 dpi,  para los tratamientos 2 y 12 respectivamente. En cuanto a la 
parte aérea se presentó una clorosis severa en las hojas bajeras. A los 180 dpi dos 
plantas adicionales del tratamiento 12 manifestaron en la zona del cuello un ligero 
chancro de color rojizo y aspecto seco con presencia de cuarteamientos aislados y una 
longitud de lesión de 1.1 a 1.3 cm (ver figura 34), a nivel aéreo las plantas presentaban 
clorosis leve de las hojas bajeras. A los 245 dpi no se presentó muerte de las plantas, los 
cortes transversales del cuello revelaron chancro con progreso de la necrosis hacia la 
médula, así mismo, se evidenció ausencia de necrosis en el sistema radical. A los 210 dpi 
una planta del tratamiento 1 y otra de tratamiento 4, manifestaron pardeamiento en la 
zona del cuello. La lesión presentó un rápido avance, dando lugar a pudrición en el cuello 
y necrosis en el tallo hasta 5 a 6 cm de altura. Finalmente, a los 240 dpi se produjo la 
marchitez y muerte de las plantas.  En ningún tratamiento se evidenció formación del 
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estado teleomórfico. Al verificar el cuarto postulado de Koch se confirmó la causalidad de 
esta enfermedad. La figura 35 resume los resultados de incidencia de las pruebas 
descritas.  
 
 
Figura 34. Sintomatología asociada a pudrición del cuello en gulupa a los 240 dpi. A, B. plantas con 
chancros en el cuello del T12; C. planta con chancro en el cuello del T2; D. planta con pudrición en el 
cuello y necrosis en la parte inferior del tallo del T4; E. cuello del control; F. corte transversal del 
control, G. corte transversal de planta afectada de T12; H. clorosis moderada de hojas inferiores de 
plantas afectadas de T12; I. marchitez y muerte de planta de T4.   
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Figura 35. Porcentajes de incidencia y mortalidad de las pruebas de patogenicidad con F. solani 
en plantas de dos meses. 
2.4 Discusión 
 
2.4.1 F. oxysporum 
Al comparar los resultados de las inoculaciones mediante herida y sin herida en la raíz, no 
se encontraron diferencias estadísticas para incidencia y severidad, lo cual demuestra que 
el patógeno no requiere de heridas inducidas para causar la infección, esta es la razón 
por la cual las pruebas de patogenicidad posteriores se efectuaron por medio de 
inmersión de raíces sin herida. En este sentido Mendgen et al., 1996, mencionan que F. 
oxysporum produce una hifa que penetra directamente las paredes epidermales de raíces, 
no obstante el micelio también puede penetrar a través de heridas o puntos de formación 
de raíces laterales (Agrios, 2006). La practicidad de esta técnica se vio reflejada en los 
resultados positivos de las pruebas realizadas. 
El tamizaje de patogenicidad permitió detectar los aislamientos más patogénicos 
correspondientes a A54, A64 y A34, procedentes de San Bernardo, Granada y Venecia 
respectivamente. Todos los aislamientos presentaron periodos de incubación similares 
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(14 dpi), sin embargo los aislamientos más patogénicos presentaron para ese momento 
valores mayores de incidencia (50-80%) y severidad (0.5-0.8), así como un menor 
desarrollo (3.6-4.1 cm). La tendencia de mayor severidad y menor altura se siguió hasta el 
final de las pruebas. Lo anterior sugiere que estos atributos son confiables y prácticos 
para la detección rápida de aislamientos patogénicos. Igualmente, los aislamientos más 
patogénicos manifestaron un colapso de la planta más rápido, claro está que este atributo 
no posibilita una detección rápida. En cuanto al número de hojas no hubo diferencias 
significativas al inicio del experimento, indicando que la evaluación de este atributo no es 
recomendable para el tamizaje, no obstante al final de las pruebas fue notoria la reducción 
en el número de hojas, lo cual se explica por el proceso de defoliación generado por el 
patógeno. 
La presencia de  aislamientos no patogénicos (A14, A22 y A48), demuestra que la 
detección de F. oxysporum no necesariamente implica patogenicidad de éste sobre la 
planta hospedera. Este comportamiento puede ser debido a mecanismos de variabilidad 
patogénica o a la ausencia de patogenicidad sobre el hospedero en cuestión. En este 
sentido Tamayo, 1999, reportó la detección de aislamientos no patogénicos de F. solani 
en P. ligularis, no obstante, en pruebas posteriores los aislamientos inicialmente 
considerados no virulentos se comportaron como virulentos. Al respecto, O´Donell et al., 
2009,  mencionan que aunque se han descrito cepas no patogénicas y algunas se han 
empleado con éxito como agentes de biocontrol para suprimir patógenos del suelo, la 
hipótesis nula de que algunos aislamientos sean no patogénicos es virtualmente imposible 
dado el amplio número de plantas hospederas potenciales.  
La metodología planteada permite la detección rápida y confiable de aislamientos 
patogénicos, lo cual es fundamental en la ejecución de trabajos de diagnóstico y 
mejoramiento.  
La caracterización de la sintomatología en plantas de diferente estado fenológico 
correspondió a marchitez por Fusarium la cual incluye, retraso en el desarrollo, clorosis, 
pérdida de la turgencia en las hojas y la parte aérea en general, defoliación, y finalmente 
necrosis y muerte de las plantas. El sistema radical mostró procesos necróticos y los 
cortes transversales de tallos evidenciaron decoloración de haces vasculares. En este 
sentido, Holliday, 1980 y Ploetz, 2003, describen síntomas similares en P. edulis f. edulis, 
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que comprenden clorosis, marchitez y cambio en la coloración vascular la cual se 
extiende 2 m arriba del suelo. La evaluación de la severidad en plantas de cuatro y nueve 
meses permitió determinar la progresión de síntomas la cual es muy similar a lo 
observado en campo, esta comprende: clorosis leve generalizada, clorosis severa de  
hojas bajeras con avance ascendente, defoliación ascendente, marchitez con avance 
descendente, necrosis y muerte de la planta. La anterior progresión se ajustó a una 
escala la cual es muy práctica para ser usada por los productores ya que les permite de 
forma clara diferenciar los síntomas producidos por esta enfermedad.  El período de 
incubación y el momento de aparición de los diferentes síntomas variaron dependiendo 
del estado fenológico, prolongándose en plantas maduras. Lo anterior es concordante con 
lo observado en campo en donde indiferentemente del estado fenológico fue posible 
detectar plantas afectadas por la enfermedad.   
La evaluación de enfermedad por métodos directos cuantitativos permitió determinar en 
general tiempos de infección  cortos indicando que este patógeno en gulupa puede 
generar epidemias de rápido avance. Al respecto Winks et al., 1988, mencionan que en 
Australia debido a la diseminación y naturaleza del daño de la marchitez por Fusarium 
causada por F. oxysporum f. sp. passiflorae, ahora es esencial el uso de portainjertos 
resistentes. 
La verificación de los postulados de Koch en las diferentes pruebas de patogenicidad 
integrado a los diagnósticos morfológicos, biológicos y moleculares, confirmaron que la  
gulupa en la región del Sumapaz de Colombia, es afectada por la marchitez por Fusarium 
causada por F. oxysporum, además, independientemente del municipio fue posible 
detectar aislamientos altamente patogénicos que pueden llegar a ser limitantes o 
devastadores si no se toman medidas de manejo preventivas oportunas.  
2.4.1  F. solani 
Los resultados de las pruebas de patogenicidad señalaron que todos los aislamientos son 
patogénicos, causando síntomas que variaron en el grado de severidad dependiendo del 
tipo de inoculación y la edad de las plantas. Únicamente se presentó mortalidad en 
plantas con inoculación por contacto directo de micelio sobre herida inducida en el cuello  
(A62) o inmersión de raíces sin herida inducida (A11, A62), esto nos indica que la 
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presencia de herida bien sea inducida en el cuello o natural a través de los puntos de 
formación de raíces laterales, juega un rol importante en el desarrollo de esta 
enfermedad. Observaciones similares fueron realizadas por Ploetz, 1991, quién en 
pruebas de patogenicidad con N. haematococca sobre P. edulis X P. edulis f. flavicarpa, 
encontró que solamente las plantas inoculadas con herida colapsaron. Al respecto Cole et 
al., 1992, reportan que las heridas incrementan la susceptibilidad  a la invasión por este 
patógeno y que en campo las labores de trasplante inevitablemente conducen a daños en 
raíces y tallo. Emecehebe y Mukiibi1976 citados por Fischer et al., 2005,  sugieren que un 
proceso infeccioso es favorecido por las lesiones provocadas por la emergencia de las 
raíces laterales, implementos agrícolas o nematodos.  
Los síntomas de las plantas afectadas incluyeron,  chancro en el cuello que avanzó hasta 
producir su estrangulamiento y pudrición, en estado avanzado de un caso formación de 
peritecios abundantes de color rojizo sobre la lesión, a nivel aéreo clorosis principalmente 
en las hojas del tercio inferior, retraso en el crecimiento, decaimiento generalizado, 
defoliación y finalmente muerte de la planta. El corte transversal de tallo a evidenció 
decoloración de haces vasculares. 
De las plantas inoculadas por medio de contacto directo de discos, solamente se 
presentaron síntomas en inoculaciones con el estado teleomórfico del aislamiento A63 
con periodo de incubación de 108 a 180 dpi, los síntomas comprendieron formación de un 
chancro rojizo y cuarteamiento sobre la lesión con avance desde la corteza a la médula, 
asociado a procesos de clorosis en el dosel inferior, pero sin llegar a causar la muerte de 
la planta.  Lo anterior nos demuestra que este patógeno es capaz de causar infección sin 
necesidad de la presencia de una herida inducida, no obstante bajo estas condiciones la 
planta es capaz de generar mecanismos de defensa que contrarrestan el ataque del 
patógeno. Observaciones similares fueron realizadas por Fischer et al., 2005, en P. edulis 
f. flavicarpa, en donde por medio de inoculaciones sin herida se presentó cicatrización de 
las lesiones y sobrevivencia de las plantas.  
El mayor porcentaje de plantas afectadas por el teleomorfo N. haematococca, sugiere un 
rol importante de este sobre la patogenicidad, no obstante también se presentaron plantas 
afectadas por el estado anamórfico F. solani, por esta razón en este trabajo se hace 
referencia a este último como agente causal.  
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La baja incidencia general observada en las pruebas de patogenicidad puede ser 
explicada por dos factores: i) N. haematococca  no es considerado un patógeno 
particularmente agresivo en las frutas de la pasión (Ploetz et al., 2003). El bajo porcentaje 
de aislamientos recuperados de F. solani comparado con los de F. oxysporum, los largos 
periodos de incubación y la necesidad de herida para una mayor severidad encontrados 
en este trabajo, soportan esta idea, ii)  factores ambientales como el suelo y el clima, 
pueden modular el desarrollo de la enfermedad, en este sentido Matta, 1992, menciona 
que la época de inoculación puede interferir en el desarrollo de la enfermedad. Otros 
microorganismos pueden acelerar el progreso de la enfermedad como lo reporta Cole et 
al., 1992, para el complejo F. solani y P. parasítica. En un caso aislado de este trabajo fue 
posible aislar F. oxysporum y F. solani, por lo cual en un futuro se recomienda hacer 
pruebas de patogenicidad con este consorcio.  
Al comparar el número de aislamientos identificados se encontró prevalencia de F. 
oxysporum sobre F. solani, así mismo, en las pruebas de patogenicidad la incidencia y 
severidad fueron mayores y los tiempos de infección más cortos para F. oxysporum, lo 
anterior podría sugerir un mayor impacto epidemiológico debido a marchitez por 
Fusarium. 
Las pruebas de patogenicidad  desarrolladas permitieron la reproducción de síntomas 
similares a los registrados en campo y a los reportados para pudrición del cuello por N. 
haematococca (F. solani) (Ploetz, 1991; Fischer et al., 2005 y Cole et al., 1992), a su vez 
el patógeno fue recuperado de las plantas infectadas. Lo anterior sumado al diagnóstico 
morfológico, biológico y molecular de los aislamientos inoculados, proporcionan evidencia 
de la presencia de  pudrición del cuello causada por N. haematococca (F. solani) en 
plantas de gulupa en la región del Sumapaz (Colombia). 
  
 
3. Histopatología de fusariosis en gulupa 
 
3.1 Introducción 
 
Aunque se han dirigido varios trabajos acerca de la respuesta histológica de diversos 
hospederos ante la infección por F. oxysporum, es muy escasa la información existente 
sobre este tema en pasifloráceas reportadas como susceptibles a F. oxysporum entre las 
que se destacan Passiflora edulis (McKnight, 1951), P. mollissima (Gardner, 1989) y P. 
edulis X P.edulis f. flavicarpa (Ploetz, 1991; Ploetz, 2003). Caso similar ocurre para  
especies susceptibles a F. solani como P. edulis f. edulis Sims (Cole et al., 1992), P. 
edulis f. flavicarpa (Ponte, 1993; Fischer et al., 2005) y P. ligularis (Tamayo, 1999).  
Solamente, Emchembe y Mukiibi, 1976, citados por Ploetz, 2003, reportan que en los 
tejidos afectados por N. haematococca se presenta invasión y colonización del 
parénquima cortical y del xilema.  
Los aspectos microscópicos de Passiflora fueron descritos en primera instancia por 
Solereder, 1908. En este trabajo se menciona que no hay caracteres anatómicos 
distintivos del género. El parénquima de especies de Passiflora es caracterizado por la 
presencia de rayos medulares de variable amplitud, los cuales están presentes en 
especies trepadoras y no trepadoras. En el género Passiflora, las especies que trepan 
por medio de zarcillos el diámetro de los vasos alcanza 0.22 mm. La estructura de la 
pared del vaso, donde este está en contacto con el parénquima de los rayos medulares 
varía. Adicionalmente en muchas especies de Passiflora sucede la transformación de la 
capa más externa  de las células corticales en cambium corchoso (Solereder, 1908).  
Como un ejemplo de reacción histológica ante este tipo de patógenos vasculares, Oulette, 
2006, menciona que la infección por F. oxysporum f. sp. callistephi, produce en Rhus 
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typhina, incremento de látex en el floema, formación de tilosas, modificaciones de la pared 
celular, hipertrofia e hiperplasia. Por otra parte Baayen y Elgersma, 1985, detallan 
mecanismos de defensa como es la formación de tilosas en claveles resistentes a F. 
oxysporum f.sp. dianthi. 
Dado el carácter limitante de las afecciones por fusariosis en el cultivo de gulupa, por 
medio de este trabajo se aporta información acerca de la respuesta histológica de las 
plantas ante el ataque de F. oxysporum y F. solani, del mismo modo los estudios 
histopatológicos son una herramienta que permite dar mayor solidez a los diagnósticos 
explicados en los capítulos 1 y 2.  
3.2 Metodología 
 
3.2.1 Material vegetal 
 
Se procesaron muestras de gulupa con infecciones naturales e inducidas por F. 
oxysporum y F. solani. Las muestras con infecciones naturales se tomaron de un cultivo 
de nueve meses localizado en el municipio de Venecia, vereda Aposentos 
(Cundinamarca). Entre tanto para el análisis de infecciones inducidas se hizo un muestreo 
destructivo de plantas utilizadas en el tamizaje de aislamientos más patogénicos  para F. 
oxysporum, y las pruebas de patogenicidad en plantas de cuatro meses para F. solani 
(infección a través del cuello), en el primer caso presentaban 37 dpi y en el segundo 90 
dpi. Para cada caso se realizaron cortes transversales delgados de raíz, cuello, tallo y 
rama, que después fueron sometidos al proceso de fijación. También se tomaron algunos 
explantes para realizar el aislamiento del agente patogénico sospechoso. Únicamente las 
muestras de las cuales fue aislado del patógeno o plantas controles, fueron utilizadas en 
la marcha histotécnica.   
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3.2.2 Marcha histotécnica 
 
Una vez realizados los cortes del material inmediatamente se fijaron en FAA (formol-ácido 
acético-agua) por 24 h. Pasado el tiempo se procedió a la deshidratación de los tejidos 
por medio de pases en una serie de alcoholes de menor a mayor concentración, 70, 80, 
85, 90, 96% y etanol absoluto, cada uno con 24 h de duración. El aclarado se realizó en 
terbutanol al 100% por 24 h. Para la inclusión se hizo un pase en una mezcla 50:50 de 
terbutanol-parafina y después en parafina pura (24 h cada pase).  Finalmente, se realizó 
la confección de los bloques en parafina y el corte con micrótomo de rotación tipo Minot 
modelo 820 Spencer (American Optical, Delhi). 
Paso a seguir, se realizaron diferentes tipos de tinción con el objeto de verificar cuál de 
estas ofrecía mejor resolución en cuanto a estructuras del patógeno y repuestas celulares 
ante la infección. A continuación se explican las marchas de las diferentes tinciones 
aplicadas en este trabajo. 
Tinción ácido peryódico – reactivo de Shiff (PAS). 
Desparafinar las muestras por medio de dos pases de Xilol, posteriormente rehidratarlas 
con dos cambios en etanol al 100% y lavar con agua. Colocar las laminas en un puente 
de coloración y adicionar ácido peryódico  al 0.7% durante 5 min. Lavar con agua 
destilada por medio de inmersión. Adicionar el reactivo de Schiff durante 15 min y a lavar 
con agua destilada. Para contrastar sumergir por 2 seg. en fast green. A continuación 
seguir con pases sucesivos en extracto de clavos, alcohol 100% dos veces, isopropanol y 
xilol (Conn, 1953). Esta técnica de tinción se aplicó para cortes histológicos de infecciones 
naturales por F. solani. 
Doble tinción astra blue, fucsina básica. 
Esta técnica comprendió los siguientes pasos: 1) Dos pases sucesivos en Xilol durante 3 
min cada uno; 2) dos pases sucesivos en xilol / etanol absoluto 50: 50 durante 3 min, 3) 
etanol al 100% por 2 min; 4) etanol al 95% durante 2min; 5) etanol al 70% por 2 min; 6) 
etanol al 50% por 2 min; 7) agua destilada por 2 min; 10) 1% astra blue acidificado 12 min; 
8) lavado en agua destilada durante 2 min; 9) 0.1% fucsina básica etanólica, 20 min; 10)  
lavado en agua destilada por 15 seg; 11) etanol al 50% por 1min; 12) etanol al 70%, 1 
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min;  13) etanol al 95%, 1 min, 14) dos pases sucesivos en etanol al 100% durante 1 min 
cada uno; 15).etanol al 100%, 1 min; 16) etanol / xilol 70 : 30, 2 min; 17) etanol / xilol 50 : 
50, 2 min; 18) dos pases sucesivos en xilol al 100% por 3 min (Kraus et al., 1998). Esta 
técnica se utilizó para la tinción de cortes con infecciones por F. oxysporum. 
Coloración con safranina fast green. 
Desparafinar los cortes con dos pasos sucesivos en xilol de 10 min. A continuación hacer 
dos pases sucesivos en etanol dejando actuar 5 minutos cada uno. Después lavar con 
agua y colorear con safranina 24 h. Transcurrido el tiempo realizar un lavado y diferenciar  
por 10 a 20 s en una solución de alcohol a la que se han adicionado unos cristales de 
ácido pícrico, lavar con agua por 5 min, pasar por alcohol amoniacal durante 2 min, lavar 
con agua, pasar por alcohol al 96% por 5 min y colorear con Fast-green durante 10 seg. 
Finalmente realizar los siguientes pases: esencia de clavos por 2 min, etanol al 96% (dos 
pases cada uno de 5 min), isopropanol 5 min y xilol 10 min (Conn, 1953; Roth, 1964). Esta 
técnica se aplicó para la tinción de cortes con infecciones inducidas por F. solani. 
Todos los montajes se realizaron en resina y las observaciones con microscopía de luz.  
 
3.3 Resultados 
3.3.1 F. oxysporum 
 
En la raíz de plantas inoculadas se detectó la presencia del patógeno colonizando vasos 
xilemáticos, y una reducción en la cantidad de amiloplastos y fibras, comparado con el 
control (figura 36 B). En el cuello algunos vasos del xilema mostraron una apreciable 
colonización por parte de hifas del patógeno, así como la producción de geles, la 
coloración obtenida con astra blue permitió tener claridad sobre la diferencia de estas 
observaciones, de esta manera las hifas se tiñeron de azul y los geles de color rojizo. Las 
células parenquimatosas también fueron colonizadas y manifestaron una reducción 
notoria en la cantidad de amiloplastos (figura 36 D).  
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A la altura del tallo también se evidenció presencia de estructuras del patógeno 
colonizando vasos así como células parenquimatosas, en las cuales el contenido de 
amiloplastos se vio drásticamente reducido (figura 36 F). En células del floema y en las 
vecindades se apreciaron desordenes en el tejido relacionados con procesos de  
hipertrofia e hiperplasia (figura 36 H). En un estado avanzado los tejidos infectados 
mostraron una disrupción generalizada con pérdida en la diferenciación celular asociada a 
eventos de hipertrofia e hiperplasia.  
La tinción mediante la técnica de astra blue ofreció una alta resolución, permitiendo 
diferenciar con facilidad estructuras del patógeno de estructuras de la planta, por el 
contrario la tinción con safranina fast green brinda una coloración similar para los 
contenidos celulares y las estructuras del patógeno, por lo que es necesario diferenciar 
estas últimas por medio de su forma.  
 
3.3.2  F. solani 
 
En las muestras con infecciones naturales avanzadas fue posible evidenciar mediante la 
tinción con PAS, procesos de colonización en el cuello con progreso desde la peridermis 
hacia la zona medular, con una mayor presencia del patógeno hacia los radios del 
parénquima xilemático. Asociado a lo anterior fue notoria la disrupción y pérdida en la 
diferenciación de los tejidos en general asociado a procesos de hipertrofia e hiperplasia. 
Las estructuras del patógeno observadas correspondieron a hifas y microconidias, las 
cuales se tiñeron de color café (figura 37, A – C). El lumen de los vasos del xilema en 
cuello reveló presencia de hifas del patógeno, y como mecanismo de defensa de la planta 
abundante producción de geles. Frecuentemente, el lumen de los vasos presentaba hifas 
asociado a geles (figura 37 D). Por el contrario en los cortes de tallo no fue posible 
observar estructuras del patógeno pero si en menor cantidad la presencia de geles (figura 
37 E). En el control a nivel del cuello, se observaron células parenquimáticas con 
abundante cantidad de amiloplastos, organizadas de forma radial (radios del parénquima), 
con presencia de vasos y fibras de sostén en sus vecindades (figura 37 F). A diferencia de 
lo anterior en los tejidos afectados se evidenció una reducción drástica en el número de 
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amiloplastos (figuras 37, B-D). En los cortes de raíz no se evidenció colonización del 
patógeno, sin embargo se diferenció gran cantidad de geles en los vasos.  
Las infecciones inducidas mostraron una respuesta histológica similar a las infecciones 
naturales a nivel del cuello, con un avance de la colonización a través de los radios del 
parénquima, alcanzando vasos del xilema (figura 37 G), por otra parte en las células del 
cambium se apreció una pronunciada reacción de hipertrofia e hiperplasia (figura 37 H). 
No obstante, fue posible detectar en lúmenes de vasos la presencia de hifas y geles en 
tallo. 
La tinción con PAS ofreció mejor resolución en cuanto a diferenciación de estructuras del 
patógeno y respuestas histológicas de defensa en la planta. La coloración con safranina 
fast green proporciona colores similares para los contenidos celulares por lo cual es 
necesario detallar las formas de los mismos para su diferenciación.  
 
3.4 Discusión 
 
El mecanismo de colonización celular para F. solani y F. oxysporum muestra algunas 
similitudes pero también se observaron diferencias. Los resultados sugieren que en 
infecciones naturales e inducidas a través del cuello por F. solani, la colonización muestra 
un patrón de avance desde la peridermis hacia la médula a través de los radios del 
parénquima, en este caso los radios actuarían como una vía que facilita el movimiento del 
patógeno. Los síntomas arrojados en las pruebas de patogenicidad con infección a través 
del cuello son concordantes con este patrón de progreso de la lesión. Sin embargo se 
recomienda hacer estudios en donde la plantas presenten síntomas debidos a infección 
vía sistema radical.  
La presencia de hifas en el lumen de vasos del cuello demuestra que el patógeno también 
coloniza estas estructuras, no obstante como mecanismo de defensa histológico la planta 
produce abundante cantidad de geles. La formación de geles podría limitar la 
diseminación fungal por la oclusión de los vasos, sin embargo la oclusión vascular por 
geles se ha reportado como una de las principales causas de síntomas de marchitez para 
varias enfermedades (Baayen y Elgersma, 1985). 
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La no detección del patógeno en tejido del tallo afectado por infección natural, soporta la 
idea de que este patógeno tiende a focalizarse en la zona del cuello y sus vecindades, 
esto lo pudimos observar en la mayoría de muestras con sintomatología asociada a F. 
solani, en donde la generalidad es la ausencia de decoloración vascular a nivel aéreo. No 
obstante, como se mencionó en el capítulo 1 sección 1.4, fue posible su  aislamiento a 
partir de muestras asintomáticas en tallo, por lo tanto es probable en algunos casos la 
movilidad hacia la parte aérea, esto se pudo también corroborar por medio de 
histopatología, ya que, se detectó a nivel del cuello en la muestra con infección inducida.  
Por otra parte, las alteraciones observadas en el cambium asociadas a procesos de 
hipertrofia e hiperplasia pudieron generar los cambios morfológicos observados en células 
del parénquima xilemático. Según Oullette et al., 2006, estudios histopatológicos de 
marchitez por Fusarium, indican que los desórdenes ocurridos en los tejidos exteriores al 
xilema obedecen como una aparente reacción a las alteraciones de las células del 
cambium. En estados avanzados la disrupción generalizada de todos los tejidos en la 
zona del cuello, lleva en definitiva al colapso del transporte de agua y nutrientes.   
Ahora bien con respecto a F. oxysporum, fue claro el proceso de colonización desde la 
raíz hasta la zona aérea, a razón de su detección en raíz, cuello y tallo. Esto corrobora la 
habilidad que manifiesta este microorganismo para movilizarse vía sistema vascular. La 
formación de geles constituye una respuesta histológica de defensa importante observada 
en las plantas infectadas, esta fue más notoria hacia la zona del cuello, posiblemente por 
ser una zona de transición crítica en el avance de la colonización hacia el resto de la 
planta. Según Beckman, 1987, la marchitez es ocasionada por el bloqueo del xilema por 
la biomasa fungal y también por la acumulación de gomas pécticas originadas por la 
planta. 
En este trabajo fue frecuente encontrar geles asociados a hifas en el lumen de los vasos, 
en cambio en otros estudios como los realizados por Baayen y Elgersma, 1985, con F. 
oxysporum en una variedad de clavel resistente, usualmente los vasos infectados no 
contenían geles. De lo anterior se podría inferir que en especies susceptibles como la 
gulupa, F. oxysporum es capaz de contrarrestar este mecanismo de defensa. Se 
recomienda en el futuro realizar estudios histoquímicos para determinar la composición de 
estos geles. 
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Otra respuesta constante en los tejidos afectados fue la reducción del número de 
amiloplastos de las células parenquimáticas. Este podría ser un mecanismo mediante el 
cual la planta agota las reservas de carbohidratos presentes en los amiloplastos, ante el 
estrés producido por efecto del patógeno. De este aspecto existe poca información, sin 
embargo, Saniewska et al., 2004, reportan en estudios realizados con F. oxysporum f.sp. 
tulipae en tulipán, la gradual degradación de gránulos de almidón en bulbos infectados. 
Por otra parte, las células del floema mostraron cambios que obedecieron a procesos de 
hipertrofia e hiperplasia, esta condición podría contribuir al colapso de las plantas debido 
a un déficit en el transporte de fotoasimilados hacia los vertederos. De acuerdo con 
Oulette, 2006, en este tipo de proliferación celular pude intervenir la producción de 
sustancias promotoras de crecimiento, incluyendo etileno, las cuales se piensa tienen un 
rol importante en las enfermedades asociadas a marchitez por hongos. Ya en estados 
avanzados los tejidos manifestaron una disrupción generalizada, lo cual subyace en la 
invasión masiva por parte del patógeno.  
Finalmente, al comparar los resultados de las diferentes tinciones aplicadas en este 
estudio, se evidenció que las técnicas de astra blue y PAS permiten diferenciar mejor las 
estructuras del patógeno, de los organelos celulares y las estructuras de defensa 
histológicas de la  planta, sin embargo, astra blue produce colores más contrastantes. La 
coloración con safranina fast green proporciona colores similares para los contenidos 
celulares por lo cual es necesario detallar las formas de los mismos para su 
diferenciación.  
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Figura 36. Observaciones de infecciones inducidas por F.oxysporum. izq. tejidos sanos, der. tejidos enfermos: A. Corte transv. 
de raíz sana, nótese los haces vasculares y radios del parénquima limpios, las fibras son abundantes; B. hifas del patógeno 
colonizando haces vasculares y células parenquimáticas en raíz; C. vasos y radios del parénquima con abundantes 
amiloplastos en cuello de planta sana; D. corte transv. de cuello enfermo, en vasos se aprecian hifas y formación de geles de 
color rojo, los radios del parénquima presentan células con hipertrofia y ausencia de amiloplastos; E. corte transv de tallo sano 
se aprecian vasos y células del parénquima limpias; F. corte transv. de tallo enfermo, la punta del indicador muestra 
microconidias colonizando el lumen de un vaso; G. corte transv de tallo mostrando floema sano; H. floema con procesos de 
hipertrofia e hiperplasia en tallo de planta infectada. A-H: tinción astra blue. V, vaso; Rp, radio del parénquima; F, floema; G, 
gel; Am, amiloplasto; F, fibras; P, célula parenquimática;  H, hifas; M: microconidias. Escala de la barra: A,B= 100 µ, C=12 µ, 
D-H= 5µ.  
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Figura 37. Observaciones de infecciones naturales (A-E) e inducidas (G-H) por F. solani. A-D, corte transv. de cuello, E. corte 
transv. de tallo. A. colonización masiva de la peridermis, nótese la presencia de monofiálides largas (punta del indicador) y 
microconidias; B. colonización a través de los radios del parénquima; C. hifas (punta del indicador)  y microconidias 
colonizando radios del parénquima; D. vaso mostrando la presencia de hifas (punta del indicador) y la formación de geles de 
color rojo; E. formación de geles y ausencia de colonización; F. radios del parénquima limpios con amiloplastos (color rojo), en 
cuello de control; G. radios del parénquima y vaso mostrando procesos de colonización celular (puntas de flechas); H, 
hiperplasia e hipertrofia de las células del cambium. A-F: tinción con PAS; G-H: tinción safranina fast - green. V, vaso; Rp, radio 
del parénquima; Pe, peridermis; Cb, cambium; F, fibras; M, microconidias; H, hifas. Escala de la barra: A, B=100µ, C, D, H=5µ, 
E=1µ, F=24µ, G=15µ.    
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4. Conclusiones y recomendaciones 
4.1 Conclusiones 
 
- El cultivo de gulupa en la región del Sumapaz es afectado entre otras 
enfermedades por la marchitez por Fusarium y la pudrición del cuello. El 
diagnóstico por medio de marcadores morfológicos y biológicos, arrojó que la 
identidad de los agentes causales corresponde a F. oxysporum y F. solani, 
respectivamente. La identificación molecular respaldó dichos resultados. A su vez, 
las pruebas de patogenicidad permitieron la reproducción de síntomas similares a 
los registrados en campo, confirmando su causalidad.                                                   
        
- La caracterización patogénica de F. oxysporum, permitió determinar periodos de 
incubación cortos (14 - 24 dpi, en plantas jóvenes y 42 - 46 dpi en plantas adultas),  
así como, altos porcentajes de incidencia (100%) y severidad (mortalidad del 
100%), sugiriendo que este agente puede generar epidemias limitantes de rápido 
avance. Asimismo, independientemente del municipio fue posible detectar 
aislamientos altamente patogénicos que pueden llegar a ser devastadores si no se 
toman medidas de manejo preventivas oportunas.  
 
- La caracterización patogénica de F. solani en plantas jóvenes, indicó periodos de 
incubación largos (47 - 210 dpi), baja incidencia (10-30%) y baja mortalidad (10%). 
Capítulo 3  77 
 
Dichos valores dependieron del tipo de aislamiento, la edad de la planta y la vía de 
penetración. Lo anterior sugiere un bajo impacto epidemiológico de este patógeno 
en gulupa, a diferencia de lo que sucede con F. oxysporum. 
 
- Desde el punto de vista histopatológico el mecanismo de colonización de F. solani 
y F. oxysporum, difiere en el grado de movilización del microorganismo. De esta 
manera, la colonización de F. solani tiende a ser focalizada hacia la zona del 
cuello, por el contrario en F. oxsyporum la movilización es notoria desde la raíz 
hacia la parte aérea de la planta. Adicionalmente, en plantas afectadas por 
marchitez por Fusarium fue posible detectar formación de geles como respuesta 
de defensa y la reducción en la cantidad de amiloplastos. 
4.2 Recomendaciones 
 
- Las pruebas de patogenicidad cruzadas con F. oxysporum mostraron un indicio de 
especificidad hacia las pasifloráceas, no obstante, es necesario profundizar sobre 
este tema, por medio de pruebas de patogenicidad en otros hospederos  y 
estudios moleculares dirigidos a identificar genes específicos de virulencia. 
 
- Corroborar la identificación molecular con frecuencias de regiones de factor de 
elongación 1-α (tef1). 
 
- La reducción en la cantidad de amiloplastos en los tejidos afectados por marchitez 
vascular observada en este trabajo, es un aspecto poco estudiado y que sería 
valioso tratar en investigaciones encaminadas a comprender aspectos diferentes 
del efecto fisiológico de este tipo de enfermedades. 
 
- Realizar estudios filogenéticos más profundos para lo cual es necesario trabajar   
con un mayor número de aislamientos y secuencias. 
 
- Las pautas mostradas en este trabajo sobre la realización de pruebas de 
patogenicidad con Fusarium en pasifloráceas, son una referencia a tener en 
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cuenta en futuros trabajos de mejoramiento encaminados a la búsqueda de 
fuentes de resistencia en especies silvestres. 
 
- Transferir los conocimientos generados en este trabajo a los productores de 
gulupa, en especial, lo referente a la importancia del diagnóstico correcto y 
oportuno de estas enfermedades, lo cual es un paso crucial para su manejo. 
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Anexo 1: Obtención de cultivos 
monospóricos. 
 
Preparar una suspensión inicial de esporas en un tubo ependorff (rotularlo como 1), 
adicionando una muestra del hongo esporulado sobre 1mL de agua destilada estéril. Es 
muy importante tomar una muestra que garantice la obtención de una concentración baja 
de conidias, se recomienda un orden de 250.000 con/mL a 400.000 con/mL. A 
continuación agitar en vórtex y medir la concentración, la cual corresponderá a C1. Aparte 
en otro tubo ependorff (rotularlo como 2) adicionar 1 mL de agua destilada estéril, este 
volumen corresponderá a V2. Seguidamente aplicar la fórmula: 
                                                            V1C1      =       V2C2 
                                                            Tubo 1            Tubo 2 
En donde: 
V1 = Volumen a tomar de la suspensión conidial inicial para preparar la suspensión final 
(es el valor a despejar). 
C1 = Concentración de la suspensión conidial inicial. 
V2 = Volumen de la suspensión final en este caso 1 mL. 
C2 = Concentración de la suspensión conidial final, en este caso 1 conidia / 2 µL.  
Una vez hallado V1, ajustar la concentración de la suspensión final, para lo cual es 
importante eliminar este volumen de agua del tubo 2 con el fin de ajustar el volumen final 
(V2)  a 1 mL.    
  
Aparte marcar varios círculos más o menos de un cm de diámetro por el reverso de las 
cajas con agar agua, y a continuación adicionar una alícuota de 2 µL, sobre cada círculo. 
Las cajas se llevan a incubación a 25oC por un lapso de 24 a 28 horas. Transcurrido este 
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tiempo realizar la observación de la germinación de las esporas bajo condiciones 
asépticas ya que es necesario abrir las cajas para observarlas al microscopio. Por lo 
anterior se recomienda ubicar el microscopio en la cabina de flujo laminar y utilizar 
tapabocas. Para enfocar trabajar primero en 4X y después pasar a 10X, con ayuda del 
micrométrico. Una vez localizada una espora germinada por círculo, cortar el mismo con 
ayuda del asa bacteriológica y transferirlo a cajas con medio SNA o PDA, se recomienda 
efectuar dos cajas por aislamiento. Finalmente llevar los cultivos monospóricos a 
incubación. 
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Anexo 2. Volúmenes y condiciones de 
reacción para los primers βt-2, ITS y COX. 
 
 
Volúmenes de reacción. 
 
 
 
 
Condiciones de reacción (35 ciclos). 
 
 
 
 
 
 
  
Reactivo
Primer
βt-2 1.5 uL 1.65 uL 0.3 uL 0.3 uL 0.3 uL 1 uL 9.8 uL 0.15 uL 15 uL
ITS 1.5 uL 1.65 uL 0.3 uL 0.3 uL 0.3 uL 1 uL 9.8 uL 0.15 uL 15 uL
COX 2.25 uL 1.25 uL 0.25 uL 0.25 uL 0.5 uL 1 uL 14.35 uL 0.15 uL 20 uL
Tabla  . Volumenes de reacción para los primers βt-2, ITS y COX.
Buffer   
10X
MgCl2     
50 mM
Primer 1   
1 uM
Primer 2    
1uM
dNTPs  
10 mM
molde agua Taq pol  
0.75 u
Vol.   
Total
                Condición
Etapa Temp (°C) Tiempo Temp (°C) Tiempo Temp (°C) Tiempo 
Denaturación inicial 95 2:00 min 95 2:00 min 95 2:00 min
Denaturación 94 1:00 min 94 1:00 min 94 1:00 min
Alineamiento 55.8 30 s 56 30 s 57 30 s
Extensión 72 1:00 min 72 1:00 min 72 1:00 min
Finalización 72 10:00 min 72 10:00 min 72 10:00 min
Conservación 4  4  4 
βt-2 ITS COX
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Anexo 3: Características de los 
cultivos monospóricos. 
 
 
VEREDA MUNICIPIO DEPARTAMENTO
1 21/06/2009 Los pinos San Bernardo Cundinamarca Gulupa Pudrición en el cuello asociada necrosis 
vascular.
9 A1 (raíz), A2, A3
(cuello), A4
(tallo)
Seca
2 21/06/2009 San Jose Tibacuy Cundinamarca Gulupa
Pudrición en raíz y cuello.
16 A8 (rama) Seca
3 08/06/2009 Loma Alta Silvania Cundinamarca Gulupa Pudrición del cuello hasta +/- 20 cm de
altura con avance desde la corteza
hacia la médula, rajadura de la corteza,
marchitez.
14 A9, A10 (raíz),
A11 (cuello),
A12 (tallo)
Seca
4 08/06/2009 Loma Alta Silvania Cundinamarca Gulupa Marchitez en una rama, decoloración en 
haces vasculares con compromiso de
la médula. Necrosis unilaterla del tallo a
+/- 20 cm arriba de la corona, la
necrosis avanza desde la corteza
hacia la médula.
14 A14, A15 (tallo) Seca
5 29/07/2009 / San Bernardo Cundinamarca Gulupa Marchitez vascular, necrosis y
pudrición del cuello.
12 A16 (raíz), A19
(cuello)
Seca
6 24/10/2009 San 
Francisco
Tibacuy Cundinamarca Gulupa En el cuello y tallo, necrosis y 
decoloración de haces vasculares con 
micelio tapizando la médula. Tallo 
enrojecimiento superficial. En ramas no 
se aprecia se aprecia daño vascular. 
Clorosis y marchitez generalizada. 
Frutos en diferente estado de madurez 
con presencia de rugosidades 
adheridos a la planta.
7 A22 (cuello) LLuviosa
7 24/10/2009 San 
Francisco
Tibacuy Cundinamarca Gulupa Raíz y cuello con pudrición de color 
rojizo hasta +/- 10 cm de altura. En 
rama no se aprecia decloración 
vascular. Parte aérea clorosis y 
marchitez generalizada. 
7 A23 (raíz), A24
(cuello)
LLuviosa
14 04/11/2009 San Bernardo Cundinamarca Gulupa Enrojecimiento superficial unilateral en 
algunas ramas con oscurecimiento 
hacia el centro de la lesión y 
15 A26, A27
(cuello)
LLuviosa
18 20/11/2009 Aposentos 
Doa
Venecia Cundinamarca Gulupa Marchitez generalizada, la mayoría de
las ramas se ven necroticas, los frutos
se mantienen unidos al tallo aunque
esten sobremaduros.
23 A30, A31 (raíz),
A32 (rama)
LLuviosa
19 20/11/2009 Aposentos 
Doa
Venecia Cundinamarca Gulupa Clorosis leve generalizada. No hay 
decoloración vascular en ramas. 
23 A33 (cuello),
A34 (rama)
LLuviosa
20 20/11/2009 Aposentos 
centro
Venecia Cundinamarca Gulupa Enrojecimiento y ablandamiento del
tejido de la raiz y el cuello. Al corte
transversal de raíz y ramas se aprecia
decoloración vascular. Algunas hojas
se ven cloroticas. Al mover la planta
esta no es f irme.
70 A35 (cuello) LLuviosa
25 30/07/2009 Aposentos 
centro
Venecia Cundinamarca Gulupa Pudrición del cuello, marchitez en parte
aerea.
24 A20 (raíz) Seca
27 21/01/2010 San José Tibacuy Cundinamarca Gulupa Rajadura de la corteza a nivel del cuello
con coloración café, decoloracion de
haces a nivel del cuello pero no del
tallo, decaimiento y clorosis leve de
apices y ramas, necrosis de algunas 
12 A39 (cuello) Seca
29 23/01/2010 San José Tibacuy Cundinamarca Gulupa Marchitamiento y necrosis sevara de 
ramas, defoliación, pudricion del cuello 
con presencia de peritecios, 
decoloracion en haces vasculares a 
nivel del tallo pero no en ramas. 
12 A40, A41
(cuello)
Seca
31 25/01/2010 San José Tibacuy Cundinamarca Gulupa Parte aerea asintomatica pero presenta
pudricion en el cuello color café con
rajaduras, decoloracion en haces
vasculares en el cuello.
12 A45 (cuello) Seca
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MONOSPÓRICO
S Y ORGANO DE
PROCEDENCIA
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NUMERO 
DE 
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FECHA DE
COLECTA
LOCALIZACION
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EDAD 
(meses
)
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Continuación. Anexo 3. 
 
 
 
 
 
VEREDA MUNICIPIO DEPARTAMENTO
39 28/01/2010 El Carmen San Bernardo Cundinamarca Gulupa Clorosis, marchitez y necrosis en parte 
aérea, acompañada de defoliación. 
Decoloración de haces vasculares. 
18 A54 (rama) LLuviosa
40 28/01/2010 El Carmen San Bernardo Cundinamarca Gulupa Clorosis leve, los frutos se arrugan,
defoliación  de algunas hojas.
18 A55 (rama) LLuviosa
43 28/01/2008 El Carmen San Bernardo Cundinamarca Gulupa Clorosis y marchitez severa en algunas 
ramas, los frutos se mantienen unidos 
al tallo aunque esten sobremaduros. 
Cuello con necrosis rojiza hacia un 
costado.
18 A57 (rama) LLuviosa
46 28/01/2008 Santa 
Helena
Pandi Cundinamarca Gulupa Planta con pudrición del cuello y
necrosis general, se parecia
decoloración de haces vasculares a
nivel de rama.
18 A58 (rama) LLuviosa
51 11/02/2010 San 
Raimundo
Granada Cundinamarca Gulupa Pudrición del cuello con rajaduras a 10
cm de la raíz, decoloración de haces y
medula en cuello y raíces. Frutos
adheridos arrugados.
8 A59 (cuello),
A60 (tallo)
Seca
52 11/02/2010 San José Tibacuy Cundinamarca Gulupa Pudrición cuello y decoloración de
haces en rama.
24 A61 (rama) Seca
55 14/10/2010 / Venecia Cundinamarca Gulupa Cuello con chancro inicial asociado a
agrietamientos el cual avanza de la
corteza hacia la médula por un costado. 
Decoloración de haces vasculares en
tallo, no se aprecia decoloración en
haces vasculares en ramas. Parte
aérea con clorosis y marchitez en
algunas ramas.
A63 (cuello) LLuviosa
56 02/09/2010 Santa 
Helena
Granada Cundinamarca Gulupa Decoloración en haces vasculares en
raíz y cuello, necrosis rojiza hacia un
costado de cuello, tallo con
enrojecimiento superficial unilateral y
decoloracion en haces vasculares.
Parte aérea con clorosis y marchitez
generalizada
12 A64 (tallo) LLuviosa
FU 13/01/2011 Centro Ventaquemada Boyacá Uchuva Decoloración de haces vasculares en
ramas, marchitez en la parte aérea.
8 FU (rama) LLuviosa
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S Y ORGANO DE
PROCEDENCIA
EPOCA DE
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NUMERO 
DE 
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EDAD 
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)
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Anexo 4: Aspecto de las colonias y 
código de los colores de acuerdo al 
catálogo Pantone, 2011. 
 
 
Convenciones: 
A : aislamiento. 
ALG: algodonoso. 
AFEL: afelpado. 
 
 
AISLAMIENTO ANVERSO REVERSO ASPECTO AISLAMIENTO ANVERSO REVERSO ASPECTO
A11 7534U 7499U ALG A32 5025U 500U ALG
A12 7527U         7500U ALG A34 435U 694U ALG
A14
WARM                                           
GRAY 1 U
7500U
AFEL
A41 435U 500U
ALG
A16 435U 500U ALG A48 435U 695U ALG
A22 503 U                                           697U ALG A51 435U 515U ALG
A23 4545U 7506U ALG A54 5235U 695U ALG
A26 435U 695U ALG A57 7527U 7500U ALG
A27 5025U 693U ALG A62 475 U 7527U ALG
A28 435U 695U
ALG
A63 452U 7527U
ALG
A29 435U 698U
ALG
A64 5235U 492U
ALG
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Anexo 5: Análisis estadístico 
 
5.1  Estandarización de la metodología de inoculación con F. oxysporum a los 20 dpi. 
 
 
 
5.2  Tamizaje de los aislamientos más virulentos de F. oxysporum a los 14 dpi. 
 
 
5.3  Tamizaje de los aislamientos más virulentos de F. oxysporum a los 28 dpi. 
 
 
20 dpi Incidencia Severidad
Chi cuadrado 6.6996 5.0839
DF 5 5
Pr > Chi - cuadrado 0.244 0.4057
Test de Kruskal-Wallis
14 dpi Incidencia Severidad Altura No. hojas
Chi cuadrado 36.6866 36.6866 46.2714 5.2446
DF 7 7 7 7
Pr > Chi - cuadrado < .0001 < .0001 < .0001 < 0.6301
Test de Kruskal-Wallis
28 dpi Incidencia Severidad Altura No. hojas
Chi cuadrado 75.2554 65.6274 62.4281 59.2108
DF 7 7 7 7
Pr > Chi - cuadrado < .0001 < .0001 < .0001 < .0001
Test de Kruskal-Wallis
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